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Capítulo 1. introduccIón, Extraccitin confluidos superoriticos.
1.1- FLUIDOS SUPERCRÍTICOS
1.1.1- Definición de fluido supercrítico
Se puede definir fluido supercrítico como aquel que está sometido a condiciones de
presión y temperatura por encima del punto crítico, siendo éste el punto designado por
una temperatura crítica (Te) y una presión crítica (P0), por encina del cual no puede haber
una liquefacción al elevar la presión o vaporización al aumentar la temperatura. La figura
1.1. 1 respresenta un diagrama de fases donde se destaca la existencia de la región
supercrítica sobre el punto crítico.
El punto critico es característico de cada sustancia. La tabla 1. 1.1 recoge la temperatura y
presión críticas de varios de los solventes más utilizados. La densidad en el punto crítico
se denomina densidad crítica (Pc).
Tabla 1.1.1. Condiciones críticas de varios solventes




28,8 31,1 45,5 196 347,2
21,48 7,20 3,80 3,29 21,48
0,58 0,47 - 0,23 0,32
Las propiedades de los fluidos supercríticos son expresadas frecuentemente en términos
reducidos más que en absolutos. Un valor reducido se define como el cociente entre el
valor absoluto considerado y el valor correspondiente al punto crítico. Por tanto, si la
presión y temperatura reducidas (Pr y T~) son superiores a la unidad, la sustancia en
cuestión se haya sometida a condiciones supercríticas.
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Figura 1.1,1. Diagrama de fases sólido-líquido-gas-tl¡uido supererítico. PT =
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1.1.2- Propiedades de losfluidos supereriticos
La figura 1.1 .2a resume las propiedades básicas y de mayor utilidad de los fluidos
supercríticos. Los fluidos supercríticos poseen unas propiedades físico-químicas
intermedias entre las de los líquidos y los gases (tabla 1.1.2).
Tabla 1.1.2. Propiedades fisico-quimicas de los gases y los líquidos en







Gases (0,1-2) i03 (1-3) io4 0,1-0,4
CO





Líquidos 0,6-1,6 (0,2-3) i02 (0,2-2) io-~
La densidad del fluido supercrítico es de 100 a 1000 veces mayor que la de un gas, y
comparable a la de un liquido. En consecuencia, las interacciones moleculares pueden ser
fuertes permitiendo acortar las distancias intennoleculares (Knowles y col., 1988). Como
resultado, las propiedades de solvatación son similares a las de los líquidos, pero con
viscosidades significativamente más bajas y coeficientes de difusión más altos.
Al ser de 10 a 100 veces más bajos los valores de viscosidad y de lO a 100 veces más
altos los coeficientes de difusión respecto a los de los líquidos hacen que la transferencia
de masa de solutos en extracciones con fluidos supercriticos sea significativamente más
alta que la de extracciones con líquidos (Schneider, 1978).
ii-lay que resaltar que la variación de la densidad no es lineal respecto a la variación de
temperaturas y presiones sobre el punto crítico. La figura 1. 1 .2b describe un diagrama de
fases con las variables reducidas. En puntos cercanos al crítico pequeñas variaciones de la
4
















tr an spo rte penetrabilidad




Capitulo 1. introducción. Extracción confluidos supercriticos.
presión a temperatura constante proporcionan grandes variaciones de la densidad. A
presiones distantes de la crítica el aumento de la densidad no es tan acusado.
1.1.3- Principios de la atracción supercrftica
La extracción con fluidos supercríticos es una técnica que estudia las propiedades
solvatantes de un fluido por encima de su punto critico.
La habilidad de un fluido supercrítico para la solubilización de sólidos fue ya señalada
por Hannay y Hogarth en 1879 al solubilizar sales metálicas en etanol en condiones
supercríticas. Sin embargo, hasta los años cincuenta no aparecen estudios sobre
aplicaciones industriales, concretamente para eliminar las fracciones ligeras del residuo
de la destilación del crudo, A partir de los 70, La aplicación de los fluidos supercriticos a
la industria agroalimentaria es uno de los más importantes centros de atención por parte
de las investigaciones.
En comparación con otros tipos de extracción, las principales ventajas de la que utiliza
fluidos supercríticos son:
1. menores tiempos de extracción,
2. uso, generalmente, de un fluido no tóxico, no inflamable o no colTosívo.
3. extracción a temperaturas sin afectación de compuestos termolábiles,
4, fácil separación de los solutos del fluido supercritico. Esto no es posible en las
extracciones convencionales en muchos casos, lo que crea contaminaciones
indeseables del producto,
7
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5. alta pureza del solvente,
6. posibilidad de realizar fraccionamientos,
7. posibilidad de seleccionar el tipo de extacción eligiendo la polaridad del fluido,
su densidad y la utilización o no de modificadores,
8. bajo coste del solvente.
Las ventajas de la extracción con fluidos supercríticos provienen de las propiedades antes
comentadas y de la compresibilidad. Según McHugh y Krukonis (1986) los grandes
cambios de densidad del fluido y, en consecuencia, el poder de solvatación, pueden ser
realizados mediante pequeños cambios en la presión a temperatura constante al haber una
gran compresibilidad si se trabaja a temperaturas próximas a la crítica.
Al depender la fuerza solvatante de un fluido supercrítico de su densidad, la posibilidad
de solvatación de un finido supercrítico hacia una sustancia en particular puede ser
modificada fácilmente cambiando la presión de extracción y, en menor medida, la
temperatura. Esto hace que la extracción con fluidos supercríticos sea selectiva.
Además, con la propiedad de que la transferencia de masa está mejorada, el uso de la
extracción con fluidos supercríticos proporciona tiempos de extracción más breves y una
eficiencia de extracción mejorada por una mejor penetración en la matriz (Wright y col.,
1987).
Schneider (1978) descubrió que el poder solvente de un fluido supercrítico no podía ser
explicado exclusivamente desde el aumento de densidad. El poder solvente de estos
fluidos depende de dos efectos:
8
- .1 .~ ~~~~trt’ ~.‘. .u~qy¿’ qrw ~ ~w,
Capitulo 1. introducción. Extracción confluidos supercrlticos.
- efecto de estado, que depende el estado fisico del fluido supercrítico y su
principal variable es la densidad,
- efecto químico, que define la intexTelación entre el fluido supercrítico y el soluto.
Es diferente para cada soluto y depende de su polaridad, propiedades ácido-básicas
y de la fomación de puentes de hidrógeno.
En general, un incremento de la presión a temperatura constante produce un incremento
en la solubilidad del compuesto pero disminuye la selectividad (Zadow, 1988). El efecto
de la temperatura sobre la solubilidad es más complejo, ya que ésta puede aumentar,
disíninuir o permanecer invariable con el aumento de temperatura a presión constante.
Este comportamiento viene dado por un factor predominante, que puede ser la presión de
vapor del soluto o la densidad del solvente. A bajas presiones, la solubilidad disminuye
levemente con el aumento de temperatura; a altas presiones, aumenta marcadamente. El
primer efecto se debe a la disminución de la densidad, el segundo se debe a que hay un
importante aumento de la presión de vapor del soluto frente a la pequeña variación de la
densidad del solvente en esta zona de altas presiones. Con una densidad detenninada, la
solubilidad aumenta con la temperatura (Luque de Castro y col., 1994).
La estructura química del soluto también es un factor a tener en cuenta a la hora de
mejorar su selectividad, De modo esquemático se pueden citar los siguientes grupos
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disminuyen la solubilidad:







Se puede concluir que la elección de un fluido supercrítico depende de:
a.- la polaridad del soluto,
b. - poder solvente y selectividad requeridos,
c.- estabilidad térmica del compuesto a extraer a la temperatura de operación,
d.- limitaciones instrumentales, que se asocian a la presión crítica de algunos
fluidos,
e.- toxicidad del fluido superciltico.
Nonnalmente, el fluido supercrítico es utilizado a una temperatura poco mayor a su
temperatura crítica y a una presión significativamente mayor a su presión crítica
(Brignole y col., 1987).
Se ha estudiado una gran variedad de fluidos supercríticos para la extracción que cubre
un amplio rango de temperatura y presión críticas, pesos moleculares y polaridad (Hoyer,
10
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1985). El díóxido de carbono es el más usado por tener una presión crítica moderada (7,2
MPa) y baja temperatura crítica (3 1 0C), siendo de elección para la extracción de
compuestos termolábiles. Sin embargo, el CO
2 también tiene sus limitaciones, sobre todo
para la extracción de compuestos polares. La tabla 1.1.3 lista una serie de fluidos
supercríticos usuales con sus ventajas e inconvenientes, El agua no es usada por las
dificultades técnicas que supone trabajar a presiones por encima de su punto crítico.
Actualmente, un tema de gran interés es la correlación y predicción de equilibrios de
fases a alta presión. Ya se han descrito un gran número de diagramas de fases para
mezclas binarias (fluido supercrítico y compuesto sólido o líquido) (Schneider, 1978),
aunque la predicción de los equilibrios no está todavía satisfactoriamente resuelta. Y, por
supuesto, mucho más complejos son aquellos sistemas para mezclas ternarias. Aunque de
la misma forma que para los equilibrios líquido-líquido y líquido-sólido, para los sistemas
ternarios o más complejos se comprueba que los fluidos supercríticos son disolventes
específicos que permiten realizar una extracción selectiva o un fraccionamiento.
Sin embargo, en 1982, Chrastil desarrolló una ecuación para predecir, en un sistema
binario, la solubilidad de un compuesto en un fluido supercrítico. Esta correlación
empírica es a la vez de simple, relativamente fiable. Chrastil comparó, asimismo, los
datos con los obtenidos experimentalmente en su laboratorio y con datos de la
bibliografia en una amplia variedad de compuestos y en un gran rango de presiones y
temperaturas, resultando haber acuerdo entre los resultados. La ecuación es la que se
expone a continuación:
C = pke<~~~ (1,1)
donde C = concentración de un soluto en el fluido supercrítico (gIL),
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a = AH/R, siendo AH el calor de reacción total y R la constante de los gases,
b = Ifl(Ma + kMh) + q-kln<’Mb), siendo M~ y Mb los pesos moleculares del soluto y
del gas y q otra constante.
Otros autores han utilizado la ecuación de estado de Peng-Robinson para predecir
equilibrios de fases de sistemas binarios con resultados satisfactorios (Sigmund y
Trebble, 1992).
1.2- APLICACIÓN A LOS ALIMENTOS DEL DIÓXIDO DE CARBONO
SUPERCR[TICO
¡.2.1- Aplicación de la extracción con CO2 supercr¡rtico
A continuación se detallan los procedimientos de extracción supercrítica aplicada en el
campo de los alimentos. Algunos investigadores realizan experiencias utilizando patrones
de compuestos o mezclas de éstos, sin embargo, Nilsson y Hudson (1993) resaltan que
los datos obtenidos de esta manera poseen un bajo valor predictivo para un posterior
estudio con mezclas complejas, siendo entonces muy necesario realizar las experiencias
con muestras reales desde un principio.
Exlracci¿n comp/cia
Requiere condiciones de presión y temperatura máximas. La temperatura máxima de
operación generalmente dependerá de las propiedades fisicoquímicas del sustrato a
extraer, mientras la presión máxima de operación vendrá limitada por el diseño del
equipo extractor,
13
Capitulo 1. introducción. Extracción confluidos supercrltlcos~
Fraccionarnlenlo
Se lleva a cabo mediante una serie de pasos bajo diferentes condiciones de presión y
temperatura.
Desodorizaclón
Las condiciones para la desodorización son menos fuertes que las utilizadas para la
extracción completa o el fi’accionamiento ya que el objetivo es la extracción de aquellos
compuestos más solubles.
Muchos ejemplos de este tipo de aplicación están incrementándose en el campo de los
productos naturales, especialmente en el de la industria alimentaria. Aquí, el CO2 tiene
más ventajas sobre otros solventes gaseosos o líquidos por las causas citadas
anteriormente.
El CO2 supercritico es preferible al líquido ya que las sustancias a ser extraídas son
mucho más solubles, la relación de extracción seria de 2,5 veces más alta dada la mayor
difusividad en las condiciones supercríticas, y hay un mayor rango de posibles
temperaturas para operar.
1.2.1.1 - Grasas vegetales y animales
El área más investigada a nivel de planta piloto y escala semipreparativa es la extracción
de aceites de origen vegetal (Hubert y Vitzthum, 1978; Stahl y col., 1980; Bulley y col.,
1984; Christianson y col., 1984; List y col., 1984; Taniguchí y col., 1985; Dakovic- y col.,
1989; Polak y col., 1989).
Friedrich y List (1982) y Zhao y col. (1987) pusieron de manifiesto que el aceite obtenido
con CO2 supercrítico a partir de la soja y del salvado de arroz tema una serie de ventajas
en relación al obtenido con un solvente orgánico como el hexano. Así, observaron que el
14
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contenido en hierro y fósforo era más bajo, fundamentalmente debido a la baja
solubilidad de los fosfolípidos en el CO2 supercrítico frente a los triglicéridos. Por otra
parte, el aceite era menos coloreado, lo que conlíeva la no necesidad de refinamiento.
Esto también era debido a la baja solubilidad de los carotenos y otros pigmentos. Otros
estudios se encaminan a la purificación de lípidos polares, como el de Weidner y col.
(1993), que consiguen optimizar las condiciones en un sistema continuo en
contracorriente para el desengrasado de soja, de esta fonna obtienen un extracto oleoso
que no contiene lecitina, mientras que el residuo del aceite original está compuesto
prácticamente por éste fosfolipido. Compuestos antioxidantes, como los tocoferoles
también son objeto de estudio para la extracción con fluidos supercríticos (Lee y col,,
1991, a partir de aceites de semillas) y pigmentos, como los caroteniodes a partir de
zanahorias (Barth y col., 1995; Vega y col., 1995). Estos últimos realizaron extracciones
utilizando etanol como modificador para facilitar la extracción de los carotenos, partiendo
de subproductos de industrias productoras de zumo de zanahoria.
En los últimos años, el desarrollo de nuevas tecnologías para intentar extraer el colesterol
de la grasa se justifica dado el papel que éste desempeña en la aparición de trastornos
cardiovasculares. Estos estudios se han realizado principalmente en huevo (Froning y
col., 1990; Hung y Unger, 1995), estudiando también la afectación de las proteinas
(Amtfield y col., 1992) y grasa láctea, pero también en otros alimentos, como en poíio
(Froning y col., 1994). Otros estudios se han encaminado hacia la obtención de grasa
modificada de origen lácteo o marino para conseguir extractos y fracciones de diferente
composición y características fisicas (Kaufmann y col., 1982; Shishikura y col., 1986;
Yamaguchi y col,, 1986; Hardardottir y Kinsella, 1988). Algunos de los trabajos estudian
la obtención de grasa láctea modificada a partir grasa anhidra realizando diferentes tipos
de fraccionamiento, obteniendo resultados bastante similai’es, en los que las fracciones
obtenidas a bajas densidades estaban enriquecidas en triglicéridos de cadena corta y,
amenudo, media, mientras que las fracciones obtenidas a altas densidades eran ricas en
triglicéridos de cadena larga por estar agotado el resto de triglicéridos en el residuo. La
extracción de colesterol alcanza su máximo rendimiento en las primeras fracciones (Arul
15
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y col., 1987 y 1988; Bradley, 1989; Kankare y col., 1989; Haminam y col., 1991; Chen y
col., 1992a).
La obtención de extractos ricos en ácidos grasos poliinsaturados esenciales es otros de los
objetivos de los investigadores. Muchos de los trabajos realizados en este campo estudian
la extracción selectiva de ácidos docosahexanoico y eicosapentanoico a partir de aceites
de pescado (Byeung, 1993; Jungro, 1993; Mishi’ay col., 1993; Temelli y col., 1995).
Otros nuevos estudios sobre la utilidad de la extracción con fluidos supercríticos se
encamina hacia el aprovechamientos de subproductos que sean ricos en compuestos de
interés, como lo es el escualeno en la industria de los cosméticos y los esteroles como
metabo]itos relacionados en la biosíntesis de hormonas esteroideas. Bondioli y col., 1992;
1993) estudiaron el destilado de la desodorización de aceite de oliva (subproducto con
una fracción mayor de material insaponificable que el aceite virgen) como posible fuente
de estos compuestos tras la realización de ensayos de extracción con dióxido de carbono
supercritico.
1 2.1.2- Procesado de cítricos
Eliminación de amargos’
Ki¡nball (1987) utilizó el dióxido de carbono supercrítico para la extracción de triterpenos
amargos, principalmente la limonina de zumo de naranja. Utilizó temperaturas de 30 a 60
0C y presiones de 21,4 a 42,8 MPa, Los resultados concluyeron que la temperatura no
tenía un efecto significativo en la extracción de limonina, pero si era efectivo el aumento
de la presión. También se extraía limoneno en bajas cantidades, pero no había cambios de
pH, ácido ascórbico, contenido en pulpa, aminoácidos y porcentaje de ácidos,
16
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Extracción o concentración de aceites esenciales de cítricos
Los aceites esenciales de cítricos son mezclas de mono y sequiterpenos, compuestos
oxigenados y un residuo no volátil (Temelli y col., 1988). Los aromas de limón fueron
extraídos por Kalra y col, en 1987; utilizaron presiones entre 9,31 y 10,69 MPa y
temperaturas de 50, 60 y 80 0C. Observaron que un aumento de temperatura hizo
aumentar la extracción de limoneno y citral selectivamente según las condiciones, así, es
posible extraer selectivamente los componentes del limón y fraccionar los extractos.
Temelli en 1987 observó que, en general, los compuestos terpénicos eran más solubles en
dióxido de carbono que los compuestos oxigenados. Esta conclusión es razonable, ya que
los terpenos son compuestos apolares, tienen bajo peso molecular y alta presión de vapor,
siendo más solubles en dióxido de carbono superorítico; por tanto, la mayor parte del
extracto es limoneno. Las condiciones pueden ajustarse a 70 0C y 8,3 MPa para
minimizar los compuestos del aroma perdidos por la extracción.
Favati y col. en 1988 extrajeron carotenos y luteína de concentrados de proteínas de hojas
por CO
2 supercritico. Se piensa que estos métodos se pueden usar para la extracción de
carotenoides de subproductos de naranjas.
1.2. 2- Aplicaciones de la atracción a nivel industrial
1.2,2.1- Descafeinización del café
Este proceso se está utilizando de forma comercial en Alemania desde 1978. El proceso,
según Zosel (1978), consiste en una extracción a partir de café verde en remojo con CO2
a 16-22 MPa y 90
0C que se recicla continuamente. En una torre de agua se produce la
despresurización, donde se acumula la cafeína en una operación que dura 10 It La
cafeína se recupera por destilación. El contenido de cafeína de los granos desciende
desde un 0,7-3% hasta un 0,02%. La cafeína se extrae selectivamente, no se extraen
17
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sustancias que contribuyen al aroma del café. También se puede conseguir la
recuperación del soluto por adsorción sobre carbón activo.
1.2.2.2- Extracción del lúnulo
El lúpulo es el ingrediente responsable de las características aromáticas y el sabor amargo
de la cerveza. Sus constituyentes principales son las humulonas y lupulonas. Ambos son
ácidos grasos insaturados con alrededor de 25 átomos de carbono y grupos carbonilo e
hidroxilo, se extraen bien con CO2 supercrítico. Para la extracción las bolitas de lúpulo
comercial no se someten a ningún tipo de preparación a parte de la pulverización. En
1983 se finalizó la construcción de una planta de extracción supercrítica con una
capacidad de 5000 toneladas en Alemania.
1.2.2.3- Extracción de especias
El uso de CO2 supercrítico se prefiere al de diclorometano, usado tradicionalmente.
Actualmente se llevan a cabo extracciones de pimienta negra, chillies y nuez moscada
para conseguir extractos que posean el aroma y las características ardientes de las
especias (Flubert y Vitzthum, 1978).
La piperina es el constituyente principal de la pimienta negra (98%) y responsable del
ardor de ésta. Las extracciones de pimienta negra, seguidas de la transferencia de la fase
supercrítica a una celda de separación en condiciones de presión y temperatura por
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¡.2.3. Aplicaciones no convencionales del dióxido de carbono supercrttico al
procesado de cítricos
Una solución de dióxido de carbono en agua causa la reducción del pH, afectando los
enzimas y microorganismos. Entre los enzimas investigados pueden nombrase la cx-
amilasa, glucosa oxidasa, lipasa, catalasa (Taniguchi y col., 1987), polifenoloxidasa y
pectienesterasa (Zemel, 1989; Arreola, 1990). La turbidez es un importante atributo de
calidad del zumo de naranja y otros cítricos y se estabiliza al protegerla de la acción de la
pectinesterasa.
El tratamiento con dióxido de carbono supercrítico se basa en la hipótesis de que éste
junto con el agua del zumo dan lugar a ácido carbónico, bajando el pH temporalmente e
inactivando el enzima. Cuando la presión vuelve a ser la atmosférica, el dióxido de
carbono se separa del zumo, restaurándose el pH original (Balabon y Areola, 1991). De
esta forma podrían evitarse temperaturas tan altas como en el tratamiento térmico
convenciOnal.
La calidad de un zumo también depende de los cambios de flavor causados por
inicroorganisínos que pueden desaxTollarse a pH bajos (Merteus y Knorr, 1992). Sin
embargo, al conseguir pH menores debido a la formación de ácido carbónico puede
limitarse de desarrollo de estas bacterias y hongos, pudiendo ser beneficioso su uso,
Kamihira y col, en 1987 encontraron un efecto esterilizante del dióxido de carbono
supercrítico en Saccharomyces cerev/siae, Eseherichia coil, Staphylococcus aureus y
Aspergillus níger a 20,3 MPa y 35 0C cuando el contenido de agua fue de 70 al 90%. Los
microorganismos en seco no eran esterilizados cuando se trataban en las mismas
condiciones. Molin (1983) estudió el efecto inhibitorio de CO
2 al 100% de varios
microorganismos incluyendo el género Laclohacil/us y encontró que se endentecía la
velocidad de crecimiento.
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La calidad de un zumo también depende de otros atributos como el pH, estabilidad al
almacenamiento, sólidos solubles totales (0Brix), acidez total, color, contenido de ácido
ascórbico, flavor, aroma y apariencia. Estos atributos de calidad de un zumo pueden verse
afectados por el tratamiento por dióxido de carbono supercrítico.
1.2.4- Otras aplicaciones del dióxido de carbono supercritico
Por último, algunas aplicaciones van encaminadas a la inactivación de polifenoloxidasa
en crustáceos (langosta y gamba) y patata, para evitar el cambio hacia colores
desagradables durante la conservación (Chen y col., 1992b; 1993).
El desengrasado de alimentos para la obtención de derivados ricos en proteínas es otra de
las aplicaciones de la extracción con CO
2 supercrítico. Maheshwari y col. (1995)
estudiaron varios métodos para la eliminación de compuestos que provocan olores
desagradables en concentrados de proteínas de soja, siendo el supercrítico el que
proporciona mejores resultados, Wu y col. (1990, 1994) lo realizan en proteínas y fibra
alimentaria de maíz, y Temelli y col. (1995) utilizan el dióxido de carbono supercrítico
para desengrasar las proteínas de músculo de caballa. El desengrasado también se ha
aplicado a alimentos transformados como patatas fritas, salchichas, manteca de cacahute,
queso, galletas y hamburgesas (Sutter y col., 1994; Hopper y col., 1995; Webster, 1995).
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JBJETIVOS
n el área de la Tecnología de los Alimentos, las novedosas técnicas de extracción que se
asan en el empleo de dióxido de carbono supercrftico poseen claras ventajas sobre
quellas consideradas como convencionales, tanto por su inocuidad debida a las
nopiedades del fluido como por las amplias posibilidades de realización de extracciones
electivas de unos compuestos respecto a otros en matrices complejas. Con el fin de
~ontribuiral avance sobre la aplicación de esta técnica junto con el desarrollo de nuevos
i’oductos de mayor calidad y el aprovechamiento de subproductos, se plantearon los
•iguientes objetivos:
- disminución del contenido en colesterol de la grasa de la nata mediante la
extracción con CO2 en condiciones supercríticas,
- fraccionamiento de la grasa láctea de la nata, mediante la extracción con CO2
supercrítico, para la obtención de extractos lípídicos de diferente composición
ti’iglicérica que pueden ser utilizados en la elaboración de distintos alimentos,
- aprovechamiento de los destilados de la desodorización de aceites de oliva y
girasol, subproductos del refinado de éstos, para la obtención, de modo selectivo
mediante ¡a extracción con CO2 supercrítico, de escualeno, producto de gran uso
a nivel industrial,
- mejora de la calidad de los zumos de naranja comerciales por inactivación de la






El desarrollo del trabajo ha incluido las siguientes etapas:
- estimación de la composición en triglicéridos de la grasa de leche de oveja, cabra
y vaca mediante cromatografia líquida de alta eficacia en combinación con la
aplicación de modelos matemáticos y cromatografia de gases,
- aplicación de la extracción con CO2 en condiciones supercriticas a la extracción
de colesterol y modificación de la grasa presente en la nata,
- estimación de las distintas familias de compuestos lipídicos por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear del
13C.
- desarrollo y optimización de métodos análiticos, cromatografia líquida de alta
eficacia, para la determinación de los esteroles y escualeno, y su aplicación al
análisis de los destilados de la desodorización de aceites de oliva y girasol,
- aplicación de la extracción con CO
2 en condiciones supercriticas a la extracción
de escualeno de los destilados de la desodoxización de aceites de oliva y girasol,
- tratamiento con CO2 en condiciones supercríticas del zumo de naranja para la





Aplicación de la extracción con dióxido de carbono
supercrftico a la mod<ficación de grasa láctea en nata
Capitulo 2. Aplicación o la extracción de grasa láctea de nata.
2.1- INTRODUCCIÓN
21.1- Lípidos
No existe una definición satisfactoria universalmente aceptada sobre la palabra “lípido
En general se describen los lípidos como aquellos compuestos que son solubles en
disolventes orgánicos como cloroformo, éteres y alcoholes, lo que incluye a los
esteroides, carotenoides, terpenos y ácidos biliares junto a los ácidos grasos y los
acilgliceroles. Últimamente se considera que este criterio de clasificación es bastante
vago y sirve mejor para distinguir entre típicos lípidos y los típicos glúcidos y proteínas,
dejando bastantes casos de clasificación dudosa.
Hay autores que definen los lípidos como los ácidos grasos y sus derivados o sustancias
relacionadas biosintética o funcionalmente (Christie, 1989, Gunstone y Herslót 1992).
Esta definición incluye la mayoría de los compuestos conocidos tradicionalmente como
lípidos, se incluyen los ésteres de esteroles, pero no los esteroles libres. Si tenemos en
cuenta esta segunda definición podemos dividir los lípidos en dos grupos:
lípidos simples aquellos que tras la saponificación dan como productos dos compuestos
por mol como mucho (ácidos grasos, glicerol, etc), como son los triglicéridos o los
ésteres de colesterol,
lípidos complejos si producen tres o más compuestos por mol inicial tras la
saponificación, como los fosfolípidos y glicolípidos. Fosfolípidos y glicolípidos pueden
dividirse también en glicero- y esfmgolípidos.
2.1.1.1- Ácidos 2rasos
Los ácidos grasos son lípidos presentes en plantas, animales y microorganismos que
contienen cadenas de átomos de carbono unidas a un grupo carboxílico en un extremo.
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Pueden contener dobles enlaces (cis o ¿srans), ramificaciones, otros grupos funcionales y
generalmente son de cadena par. Según el número de insaturaciones se clasifican en
saturados, mono y poliinsaturados.
2.1,1.1.1- Ácidos grasos saturados
Existen en la naturaleza ácidos grasos saturados de 2 a 36 átomos de carbono, siendo los
más abundantes los de 14, 16 y 18 carbonos. Los ácidos de cadena lineal siguen la
fórmula:
CH4CHzL1COOH
Los ácidos grasos saturados de 12 o más átomos de carbono son sólidos a temperatura
ambiente, con menos átomos se presentan en estado líquido.
2.1.1.1.2- Ácidos grasos monoinsaturados
Estos ácidos grasos contienen un único doble enlace en su estructura. Este doble enlace
puede estar en diferentes posiciones en la cadena carbonada y presentar las
configuraciones cís o írans. La fórmula general se corresponde con la siguiente:
CHs(CHztCH#ZH(CHz)nCOOH
Los ácidos c/s-monoenoicos con 18 carbonos o menos tienen puntos de fusión por debajo
de la temperatura ambiente, los isómeros trans poseen puntos de fusión algo superiores.
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2.1.1.1.3- Ácidos grasos poliinsaturados
Estos ácidos grasos poseen más de un doble enlace en la cadena carbonada. Pueden
subdividirse en varias familias de acuerdo a su procedencia desde un precursor específico
de su biosíntesis. Cada una de estas familias contiene desde 2 hasta un máximo de 6
dobles enlaces separados por grupos metilénicos y una misma estructura terminal. Estas
familias son principalmente las de los ácidos (n-9), (n-6) y (n-3), según la posición de la
última insaturación respecto al final de la cadena. De especial importancia son los ácidos
de la familia (n-3), como el ácido ct-linolénico, por ser esenciales en la dieta animal y
humana. Por otra parte, se ha comprobado que los ácidos de la familia (n-3) reducen el
desarrollo de tumoraciones como el cáncer de mama (Colí Hellín, 1988).
ácido cx-linolénico
En general, los ácidos grasos poliinsaturados son de bajo punto de fusión y son de más
fácil deterioro por oxidación o autooxidación.
2.1.1.1.4- Ácidos grasos ramificados
Los ácidos grasos ramificados se encuentran ampliamente distrubuidos en la naturaleza,
ti
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2.1.1.1.5-Ácidos grasos con otros grupos funcionales
De entre los hidroxiácidos es particularmente importante el ácido araquidónico y el grupo
de los eicosanoides por ser intermedios en la síntesis de prostanoides. También existen
ácidos grasos con grupos furanoides, ciclopropanos, ciclopentanos y ciclohexanos.
2.1.1.2-Lípidos simples
2.1,1.2.1- Trigilcéridos y compuestos relacionados
Los triglicéridos (o triacilgliceroles) son compuestos formados a partir de una molécula
de glice¡’ol en la que cada g¡’upo hidroxilo está esterificado por un ácido graso. En la
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naturaleza son biosintetizados por sistemas enzimáticos, lo que determina que esté
presente uno de los isómeros,
(a-’l)cHoocR
R’ COO
(a’ 3) C H2000R”
triacil-sn-glicerol
La mayoría de grasas y aceites de animales y plantas consisten casi exclusivamente en
triglicéridos. En aceites vegetales suele haber triglicéridos compuestos por ácidos grasos
insaturados, en grasas animales como el tejido adiposo predominan ácidos de cadena
larga (16 y 18 carbonos) y en la grasa láctea ácidos de cadena corta. Las grasas de
pescado y de mamíferos marinos contienen en su fracción triglicérica altas proporciones
de ácidos grasos poliinsaturados de 20 y 22 átomos de carbono,
Los mono y diglicéridos contienen uno y dos moles de ácidos grasos por mol de glicerol
respectivamente, y frente a los triglicéridos son minoritarios en la naturaleza. Aparecen
como intermedios en la biosíntesis de triglicéridos y otros lípidos, y también en la
hidrólisis de éstos.
2.1.1.2.2- Esteres de esteroles
Los esteroles pueden esterificarse con los ácidos grasos dando lugar a los ésteres de
esteroles. En las plantas se encuentran ésteres de f3-sitosterol, ergosterol, estigmasterol,
etc., y en animales predominan los ésteres de colesterol.
1
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2.1.1.2.3- Otros lípidos simples
Entre otros lípidos simples de menos interés en nuestro estudio podemos citar los
alquildiacilgliceroles y plasmalógenos neutros, y los ésteres de ceras,
Los alquildiacilgliceroles están formados por sustitución de un ácido graso de un
triglicérido por una cadena alquilica mediante un enlace éter, Los plasmalógenos neutros
contienen un enlace viniléter con la configuración cis y se han detectado en algunos





Entre los ésteres de ceras más comunes se encuentran aquellos formados por la
esterificación de un ácido graso con alcoholes grasos de longitudes similares, Se




Son compuestos con la estructura de l,2-diacil-sn-glicerol-3-fOsfatO o ácido fosfatídico,
en los que al grupo fosfato se une un grupo polar. Se agrupan en familias dependiendo de
la base a la que está unido el resto de ácido fosfórico. La fosfatidilcolina, comunimente
29
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llamada lecitina, es el lípido más abundante en las membranas de tejidos animales,
también aparece en membranas de vegetales y, en algunos casos, de microorganismos.
colinaCH 2000R _____________
R’COOCH o CH3




Entre otros glicerofosfolípidos pueden citarse el fosfatidilglicerol, encontrado en
cloroplastos, difosfatidilglicerol (o cardiolipina), en las mitocondrias del tejido muscular,
fosfatidiletanolamina (o cefalina), fosfatidilserina y fosfatidilinositol. Cada clase de las
nombradas anteriormente tiene una composición distintiva en ácidos grasos según el
tejido al que pertenezcan, aunque generalmente los ácidos saturados se encuentran en
posición sn-l y los insaturados en sn-2.
2.1.1.3.2- Gliceroglicolipidos
Los tejidos vegetales son especialmente ricos en lípidos en los que los l,2-diacil-sn-
gliceroles están unidos a un glúcido en la posición sn-3 mediante enlace glicosídico. Los
principales son el mono y digalactosildiacilglicerOl, el primero de ellos también se
encuentra en pequeñas cantidades en el tejido nervioso de algunas especies animales y
ambos son importantes en la composición de los cloroplastos.
ti
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La característica fundamental de estos lípidos es que están formados por una base de
cadena larga (12 a 22 carbonos) hidroxilada, con un doble enlace trans en la posición 4 y
unida a un ácido graso, siendo la esfingosina la base más abundante. Se encuentran en
animales, plantas y microorganisinos.
Las cerarnidas contienen un ácido graso unido al grupo amino de la base mediante un
enlace amida y se encuentran en los tejidos como intermedios en la síntesis de
esfingolipidos complejos o de su degradación. La esfmgomielina es una ceraniida que ¡
incorpora fosforilcolina en su molécula y es uno de los lípidos más importantes del tejido
nervioso de los animales, Los cerebrósidos son glicoesfmgolípidos ya que incorporan a la
estructura de la ceramida glucosa o galactosa y se encuentran principalmente entre los
ti
1
lípidos del cerebro. Los gangliósidos son oligoglicosilceramidas muy complejas, i
conteniendo ácido siálico, glucosa, galactosa y galactosamina y aparecen principalmente
en células ganglionares del sistema nei’vioso central. A
31
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2. 1 . 1 .4- Composición de la fi’acción insaponificable
En este grupo se incluye una serie de compuestos que no se consideran lípidos, pero que
se caracterizan por ser hidrocarburos o derivados oxigenados de éstos, son liposolubles y
presentan afinidades marcadas con los lípidos.
De una parte, aparecen hidrocarburos saturados acíclicos en pequeña proporción en la
fracción insaponificable; sin embargo, la mayor parte de los compuestos pertenecen, por
su forma de originarse, a una serie de productos naturales que alcanza una extraordinaria
diversificación estructural y en la cual se encuentran representantes de destacada
significación biológica. Es el grupo de los isoprenoides o poliprenos, que se pueden
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La agregación de grupos isoprénicos origina sustancias que reciben nombres relacionados
con la denominación terpenos.
2.1.1.4.1- Monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos
Son sustancias que abundan especialmente en vegetales, sobre todo en esencias, ya que
suelen ser de elevada volatilidad, y en resinas y bálsamos. El fitol es un diterpeno que
forma parte de la estructura de la clorofila, es constituyente de las vitaminas liposolubles




Están constituidos por 6 unidades isoprenoides y se encuentran en aceites de pescado y
vegetales, resinas y saponinas.
Un triterpeno no cíclico muy importante es el escualeno, que se aísla fundamentalmente
del insaponificable de aceites de hígado de peces óseos o cartilaginosos. Su importancia
reside en su papel de producto intermedio en la síntesis de los restantes triterpenos
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2.1.1,4.3- Carotenoides
Los carotenoides son compuestos profusamente repartidos entre los vegetales, también se
encuentran en animales y microorganismos. Los carotenos (a, ~3y ‘y~ poseen uno o dos
ciclos en los extremos de la molécula y su escisión por el doble enlace central da lugar a
la formación de vitamina A.
Existen muchos derivados oxigenados de los carotenoides, como la xantofila y el
licoxanteno, también se han descrito derivados cetónicos, ácidos, aldehídos y epóxidos.
2.1.1.4.4- Esteroides
El grupo de los esteroides comprende las sustancias naturales derivadas estructuralmente
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esteroles, ácidos biliares, estrógenos, andrógenos, gestágenos, corticoides, vitaminas del
grupo D, etc.
Los esteroles poseen una cadena lateral en el carbono 17 y
frecuentemente se encuentran esterificados con ácidos
minoritarios pero se encuentran en casi todos los organismos.
en casi todas las grasas de origen animal.
HO
un hidroxilo en 3, y muy
grasos, Son compuestos
El colesterol se encuentra
colesterol
Los esteroles presentes en organismos vegetales reciben el nombre genérico de
fitosteroles, como lo son el estigmasterol, campesterol, j3-sitosterol, etc.
21.2- Composición de la leche
La leche es un sistema coloidal constituido por una solución acuosa de lactosa, sales y
otros muchos elementos en estado de disolución, en donde se encuentran las proteínas en
estado de suspensión y la materia grasa en estado de emulsión. En la tabla siguiente se
muestran los valores aproximados en que se encuentran los componentes de la leche de
vaca (Riel, 1991); la composición exacta de una muestra de leche varía en función de























Pigmentos (carotenos, xantofilas, riboflavina)
Células diversas (células epiteliales, leucocitos,
bacterias, levaduras, mohos)
Otros elementos (dióxido de carbono, oxígeno,
nitrógeno y otros gases)
Sustancias extrañas
2.1,2.1-Composición de la grasa láctea
2>34
La composición de la grasa láctea es muy compleja y muy variable. Las variaciones en su
composición se deben fundamentalmente a la especie de animal que se trate, raza,
322ti>Jtindividuo, alimentación, estación del año, edad y periodo de lactación.
La materia grasa se encuentra en la leche formando glóbulos esféricos suspendidos en la
fase acuosa del suero. El diámetro de éstos varia entre 2 y 10 I.un. Un glóbulo graso es
una masa de triglicéridos envuelta en una membrana lipoproteica, membrana que posee
36
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un espesor de cerca de 0,005 xm en el caso de un glóbulo graso de 5 gm (Veisseyre,
1980). Según Veisseyre (1980) y Riel (1991) los triglicéridos más insaturados y los que
tienen un peso molecular más bajo, están situados en el centro del glóbulo,
probablemente porque son líquidos y así quedan retenidos por los glicéridos sólidos que
se localizan en la periferia. Los fosfolípidos, al ser anfifilos, estabilizan los glóbulos y
están en cantidad suficiente como para formar una capa mono-molecular en la superficie
de todos los glóbulos grasos. La parte polar se orienta hacia la fase acuosa y el segmento
apolar hacia la fase lipídica. Las globulinas que también existen en las membranas y la 4~
carga total del glóbulo graso, que es negativa, contribuyen a mantener la estabilidad del
glóbulo en emulsión. Además, la membrana contiene pequeñas cantidades de mono y
¿JI
diglicéridos, carotenoides, colesterol, metales (hierro, cobre, magnesio y zinc), agua
ligada y enzimas (fosfatasa alcalina y xantina oxidasa) La figura 2.1.2.1 representa, de
it
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5
Figura 2.1.2.1. Estructura de un glóbulo graso
1: triglicéridos insaturados y de bajo peso molecular; 2: triglicéridos sólidos’ 3:
fosfolípidos; 4: lipoproteinas, enzimas, aglutininas; 5: cargas eléctricas.
38
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La composición en ácidos grasos de la grasa láctea (tanto los que constituyen los
triglicéridos, que son la mayoría, como los que se encuentran libres) es más compleja que
la de los aceites vegetales. Este complejidad se debe a varios factores (Walstra y Jennes,
1984), que incluyen:
a) ácidos grasos procedentes de la grasa de la dieta y que llegan a la glándula
mamaria a través de la sangre y la linfa. En su mayoria son de 16 o más átomos de
carbono,
b) ácidos grasos sintetizados en la glándula mamaria. Son ácidos de cadena corta y
inedia, mirísitco y parte de palmítico. Además, las células mamarias de rumiantes poseen
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c) microorganismos en el rumen, que hidrogenan total o parcialmente ácidos
grasos de 18 carbonos de los alimentos consumidos, por lo que introducen isómeros
posicionales y geométricos de ácidos grasos monoinsaturados y también ácidos grasos
ramificados en el total de la composición de ácidos grasos. 4>
22>
Según Gunstone y col. (1986) la grasa láctea es la mezcla grasa de origen natural más
compleja debido a su composición en ácidos grasos y, por tanto, en triglicéridos. Se han
U
caracterizado alrededor de 500 ácidos grasos, siendo unos 15 mayoritarios y existen
numerosos isómeros mono y poliinsaturados y ramificados. ¿2
itÉ
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Los estudios de Breckenbridge y col. (1969), Marai y col. (1969) y Parodi (1982), sobre
la distribución posicional en los triglicéridos de los ácidos grasos mayoritarios indican
que los ácidos butírico y caproico se encuentran siempre en la posición sn-3 del
triglicérido. Los ácidos caprilico y cáprico y los insaturados de 18 átomos de carbono se
unen preferentemente en la misma posición que los anteriores, pero no exclusivamente.
Otros ácidos grasos también tienen posiciones preferentes para la esterificación, como los
ácidos láurico y mirístico en la posición sn-2 y palmítico y esteárico en la posición sn-l.
Coincidiendo con los datos apodados con Anifantakis (1986), este tipo de distribución es
común a casi todas las leches de mamíferos, incluyendo las de oveja y cabra,
it4
La grasa láctea también contiene lecitinas, cefalinas, esfingomielinas y trazas de
cerebrósidos. El contenido total de estos compuestos en la leche es de alrededor de un
0,03%, es decir, aproximadamente un 1% de los lípidos totales en leche. La contribución
de las lecitinas es del 60%, la de las cefalinas del 30% y la de las esfmgomielinas del Ii




Los componentes insaponificables suponen un 0,4% de la masa de materia grasa.
Cuantitativamente, los esteroles son los compuestos más importantes, principalmente el
colesterol y sus precursores, el ergosterol y el 7-dehidrocolesterol. La exposición de estos
1>2
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últimos a los rayos ultravioleta los transforma en vitaminas del grupo D. También se
encuentra en la leche lanosterol y escualeno.
Además del colesterol de la fracción lipídica, también hay colesterol en la fase acuosa de
la leche en forma de proteino-colesterol y formando complejos en la membrana de los
glóbulos grasos. Tiene papel emulsionante y se le atribuyen propiedades antilipolíticas de
ji
la leche, jI>
Los tocoferoles son sinónimos de vitamina E, siendo el mayoritario de la leche el a-
tocoferol. Desde el punto de vista tecnológico, son antioxidantes naturales especialmente
útiles para prevenir la oxidación de los fosfolípidos.
21.3- (‘omposición de las leches de vaca, oveja y cabra
La producción de leche de oveja y cabra es de gran importancia en algunos paises donde
las condiciones climáticas no son favorables para el mantenimiento del ganado vacuno.
La producción mundial de leche de estas especies se sitúa en tercer y cuarto lugar tras la
leche de vaca y la de búfala. Sin embargo, en algunos paises del área mediterránea la
1
producción de leche de estas especies ha revalorizado su importancia económica como
resultado de una mayor aceptación a nivel mundial de los productos derivados de éstas.
Este creciente interés ha sido evidente si tenemos en cuenta que los estudios realizados
sobre leche de oveja y cabra se han duplicado en la última década, Aún así, los datos
disponibles sobre la composición de estas leches son pocos si los comparamos con los
que se poseen de leche de vaca, de mayor interés comercial y considerando también la
limitación geográfica de la producción de leche de oveja y cabra y su contexto tradicional
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A pesar de la baja producción de leche de oveja y cabra a nivel mundial, son de gran
importancia en las regiones del Mediterráneo (Le Jaouen y Toussaint, 1993), Oriente
it
ti?,Próximo, India y Europa del Este. La producción de leche de estas especies está 3
encaminada fundamentalmente a la elaboración de quesos, pero en algunos paises se
utiliza también pa;a producir yogures, mantequilla y leche fennentada, y la leche de cabra 4~ii
Ittambién se consume directamente como tal, Otros productos que van aquiriendo cada vez 3
más importancia son aquellos encaminados a sustituir la leche de vaca por leche de cabra
en los casos de aparición de alergias a sus proteínas o de malnutrición (Desjeux, 1993,
Hachelaf y col, 1993; Razafindrakoto y col, 1993). 1
2)
Este aumento del estudio de la leche de oveja y cabra ha dado como fruto trabajos que
reúnen los últimos datos aportados, como los de Ramos y Juárez (1981, 1982, 1986a y b, y
=1
ti’>y 1993), Juárez y Ramos (1984, 1986), Anifantakis (1986), Boyazoglu (1989), Yener
(1989) y Mann (1994). En ellos se compara la composición de la leche de estas especies
con la de vaca y la aplicación para la obtención de productos derivados.
Tal como señala Haenlein (1995), la composición de la leche de oveja y cabTa varía
dentro de un rango muy amplio debido a las diferencias genéticas entre especies, entie
razas de una misma especie e incluso entre individuos de una misma raza, además de
tifiotros factores ya citados anteriormente, como oculTe en el caso de la leche de vaca.
y3,Remeuf (1993) descubrió que variantes genéticas de cabra conducían también a diferente
cantidad de grasa en la leche, Sin embargo, se coincide en indicar el mayor valor nutritivo
U
.21
de la leche de oveja por tener mayor cantidad de grasa, proteínas, minerales y sólidos <1
»341
totales que la leche de vaca y cabra, siendo el mismo el contenido de lactosa. La leche de
22
cabra tiene, por lo general, una composición más semejante a la de vaca. Según la
bibliografia consultada por Juárez y Ramos (1984), la composición de la leche de oveja y
cabra es la siguiente:
42
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Oveja Cabra
Sólidos totales 15,8-23,4 11,33-18,68
Lípidos 4,54-12,60 2,84-7,78
Proteínas 4,3-6,77 2,64-5,30
Lactosa 4, 19-5,25 3,91-6,30
Cenizas 0,79-0,95 0,77-0,95
Según los estudios de Anifantakis (1986) y Ramos y Juárez (1993), al comparar las
leches de vaca, oveja y cabra, se vio que destaca un mayor contenido de los ácidos
caproico, caprílico, cáprico y láurico en las de cabra y oveja (20-25% frente a 10-12% de
la leche de vaca) y de palmítico, esteárico y oleico en la de vaca.
21.4. La grasa láctea y los trastornos cardiovasculares
2,1.4.1- Valor nutrutivo de la leche
La leche es un alimento nutricionalmente muy completo, sobre todo en la edad de
crecimiento, ya que aporta proteínas de alto valor biológico y calcio, y también es rico en
vitaminas A y B. Se puede decir que es un alimento de muy alto valor nutricional y de un
bajo coste económico (Juansolo, 1992).
Sin embargo, tras el estudio de Vázquez-Martínez (1992), respecto a la evolución del
consumo de ¡eche y derivados en España hay que decir que experimentó un espectacular
aumento entre 1964 y 1980, descendiendo a partir de entonces. En 1987 el consumo de
leche en España fue de 125,5 kg/año/perSona y continuó descendiendo hasta 109,3
kgaño/persona en 1990. Una de las causas de este descenso en el consumo es que se
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saturadas y colesterol, tipo de grasas que se recomiendan limitar en su consumo por su
relación con la aparición de trastornos cardiovasculares (Cos Blanco, 1992).
2. 1.4.2- La grasa láctea y los trastornos cardiovasculares
La leche de vaca es popularmente conocida como un alimento con una importante 4
cantidad de colesterol, si bien, no se tiene en cuenta que normalmente la leche de mujer 3ji2’
tiene una cantidad mayor (Paul y Southgate, 1978) y que esto último se puede relacionar
con que el organismo del lactante pueda metabolizar el colesterol de modo más efectivo
(Mott, 1986).
Además de lo dicho anteriormente acerca del colesterol, la grasa láctea se considera
también una grasa saturada, lo que incurre en un uso abusivo de este término. El ¡
porcentaje en que se encuentran los ácidos grasos saturados en la grasa de vaca está g
alrededor de un 60% del total, lo que significa que más de un tercio de los ácidos grasos
son insaturados. Se puede añadir que es muy importante conocer la diversidad de ácidos
grasos saturados que presenta la grasa láctea, encontrándose longitudes de cadena desde 2
21
a 20 carbonos. Los ácidos grasos de cadena corta y media (2 a 12 átomos de carbono) se
digieren más rápidamente que los de cadena larga y se absorben por un mecanismo
diferente, pasando directamente a la sangre, evitándose el paso por el hígado y siendo
tu
además fuente de energía de éste (Sickinger, 1975). Por tanto, no contribuyen al aumento it?
de la concentración de lípidos en la sangre. ¿$1
Los efectos adversos de los ácidos grasos saturados se deben fundamentalmente a que
favorecen la elevación de la concentración de colesterol en la sangre. En esta
í>34]
consideración también se suele descuidar el hecho de que solamente dos de estos ácidos
grasos producen este efecto de forma significativa (mirístico y palmítico). Recientes
estudios han demostrado que el ácido esteárico no produce estos efectos (Bonanome y
44
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Grundy, 1988). En resumen se puede concluir que solamente el 34% de los ácidos grasos
de la grasa láctea tienen actividad hipercolesterolemiante.
Los ácidos grasos monoinsaturados se encuentran aproximadamente en un 32% del total,
siendo el ácido oleico el mayoritario. En un principio se pensó que estos ácidos no
elevaban los niveles sanguíneos de colesterol, pero que tampoco contribuían a hacerlos
disminuir. Recientes estudios han reevaluado el efecto sobre el colesterol en sangre de
ellos (Mattson y Grundy, 1985; Orundy, 1986; Mensink y Katan, 1987; Baggio y col.,
1988; Grundy y col., 1988). Estos estudios han podido concluir que las dietas ricas en
ácidos grasos monoinsaturados inducen menores niveles plasmáticos de colesterol y LDL
que dietas altamente saturadas,y no producen variaciones en la trigliceridemia y en los
niveles de las HDL. En comparación con dietas pobres en grasas y ricas en glúcidos se
observó que producían menores valores de colesterolemia y mayores de HDL. En
conclusión, los beneficios que aportan dietas que contienen ácidos grasos
monoinsaturados parecen ser: en primer lugar disminuyen los niveles plasmáticos de
colesterol y LDL, incluso cuando la dieta es altamente energética. No disminuyen los
niveles de HDL, lo que puede ser ventajoso, ni elevan los de triglicéridos totales, lo que
sí ocurre con dietas ricas en glúcidos. Finalmente, se oxidan con más dificultad que los
ácidos grasos poliinsaturados (Gua, 1989).
En lo referido a los ácidos grasos poliinsaturados, hay que decir que la grasa láctea es
algo pobre debido a la hidrogenación que sufren en el ruinen por los micíTorganismos. No
se puede decir que la leche sea una de las fuentes más importantes de ácidos grasos
esenciales. Sin embargo, no se puede por ello negar que la leche en sí es uno de los
alimentos más importantes de la dieta.
Se dice normalmente que la leche es un alimento con alta concentración de colesterol,
aunque contribuye modestamente al colesterol total ingerido en la dieta (sólo 55 mg/día
de un total de 500 a 1000 mg/día). Junto a esto hay que considerar que el colesterol
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concentración de colesterol plasmático (Beynen y col., 1987). Sin embargo, esto está en
entredicho y hay diversidad de opiniones sobre la incidencia del colesterol de la dieta
sobre los niveles plasmáticos.
2.1.5- Lasposibilidades del uso de la grasa láctea mod~flcada
Históricamente, la grasa láctea ha sido muy utilizada, ya como leche en sí, nata o
mantequilla. Sin embargo, ha habido una gran disminución en su consumo, sobre todo en
los paises occidentales, y es por esto que se están tomando medidas para que los
consumidores no rechacen los productos lácteos que contengan toda su grasa. Todos los
productos de carácter graso que se ofrecen en el mercado están siendo menos consumidos
y coincide, además, que la mantequilla es el más caro de ellos.
La causa fundamental por la que se rechaza la mantequilla y la grasa láctea en general es
por el contenido en ácidos grasos saturados considerados hipercolesterolemiantes y
también por su contenido en colesterol. Estos dos factores han hecho que este alimento
sea también apartado de las dietas que aconsejan los médicos.
El flavor y la textura de la mantequilla son considerablemente mejores que los de otras
grasas, como las margarinas, que se usan como sustitutos; pero sus propiedades fisicas y
reológicas, especialmente la poca capacidad para untarse a la temperatura del frigorífico,
hacen, también, que la mantequilla sea poco atractiva para los consumidores.
Para aquellos que demandan productos de buena calidad, de origen natural y buen sabor,
la mantequilla seguiría siendo esencial en la dieta, pero otras veces el consumidor se
decanta por productos de mezcla de mantequilla con aceites vegetales parcialmente
hidrogenados para procurar una mayor untabilidad. Sin embargo, estas mezclas,
realizadas según la tecnología de las margarinas, presentan algunos problemas en el
sentido tecnológico y también científico. Los productos bajos en grasa presentan más
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problemas y se relacionan con la inestabilidad de la emulsión y el consiguiente
favorecimiento del crecimiento de microorganismos.
Es muy dificil que un único mercado de grasa láctea pueda compensar el descesnso del
consumo de sus derivados. Al contrario, parece que la solución se encuentra en aumentar
el espectro de productos, en la diversificación. Para que esto se pueda llevar a cabo es
necesario conocer a fondo la estructura de la grasa láctea y establecer las propiedades de
los componentes que la forman. Este proceso ha sido ya llevado con éxito en la fracción
proteica de la leche y sería deseable que se consiguiesen los mismos resultados con la
grasa láctea.
Unas de las propiedades más valoradas de la grasa láctea son sus características
organolépticas, mucho más apreciadas que las de otras grasas y aceites comestibles para
la elaboración de productos de confitería, bollería y para untar. Sin embargo, en contra de
estas ventajas encontramos inconvenientes que hacen que se modifique esta grasa para su
consumo y se estudien nuevos métodos de modificación. Entre los inconvenientes
podemos citar los anteriormente dichos y el precio, que encarece aún más las formas
procesadas de la grasa láctea.
La complejidad de la composición de la grasa láctea hace posible que pueda ser
modificada y fraccionada para obtener nuevos derivados con características fisicas y
organolépticas diferentes y de gran interés. Los métodos de modificación son los citados
a continuación.
2.1.5.1- Adición de otras grasas
La mezcla de dos o más grasas está ampliamente difúndida en la producción de
margarinas y otras grasas comestibles. Esta práctica es barata y puede realizarse en las
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industrias lácteas. El mayor inconveniente es la modificación de los caracteres
organolépticos, que no son preferidos frente a los de la grasa láctea original.
2,1.5.2- Fraccionamiento
El fraccionamiento por cristalización se usa ampliamente y puede separar la grasa láctea
en fracciones más o menos sólidas (Deffense, 1993). Existen tres métodos que se utilizan
a gran escala:
1. El fraccionamiento mediante disolventes consiste en la cristalización de la grasa a
partir de disoluciones en disolventes como hexano o acetona. Se obtienen buenas
separaciones, pero el proceso es costoso y sólo se ha demostrado rentable en el
fraccionamiento de manteca de cacao. También tiene el inconveniente de la completa
eliminación de los disolventes, con la consecuente pérdida de los aromas naturales.
2. El fraccionamiento mediante detergentes se realiza por cristalización de la grasa
fundida al adicionar soluciones detergentes acuosas. Una centrifugación separa la
fase acuosa junto con los cristales de la fase oleosa. El gran inconveniente de este
método es la total eliminación de los residuos de detergente.
3. En el fraccionamiento en seco la grasa se cristaliza por enfriamiento progresivo y se
separa por filtración a vacio a partir de la grasa fundida. Este método no emplea
reactivos químicos, siendo uno de los más adecuados, aunque es poco selectivo. El
método Tirtiaux es utilizado a escala industrial. Este método es muy utilizado y es
capaz de producir desde 1 hasta 5 fraccines en la grasa láctea anhidra, pero su
principal inconveniente es el tiempo de espera para que se complete la nucleación y
crecimiento de los cristales, que está entre 8 y 12 h (Tirtiaux, 1976).
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2.1.5.3- Hidrogenación
La hidrogenación es particularmente útil para elaborar grasas semisólidas a partir de
aceites vegetales. La hidrogenación se ha usado en la grasa láctea para mejorar el
mantenimiento de su calidad, si bien, presenta el inconveniente de la formación de
isómeros irans.
2.1.5,4- Interesterificación
La interesterificación es el resultado de un reordenamiento al azar de los ácidos grasos de
una grasa, produciéndose una nueva mezcla de triglicéridos, y variando sus propiedades
fisicas. Aplicada sobre la grasa láctea, la interesterificación proporciona una mayor
dureza, punto de fusión y contenido en grasa sólida, Esta técnica posee poco interés
porque se realiza al azar,
2.1.5.5- Biomodificación
La adición de enzimas para la modificación de las grasas constituye un método de
reciente uso. Normalmente se utilizan lipasas para la modificación de aceites vegetales,
ya que los costes son altos para su aplicación a la grasa láctea. Kemppinen y KaIo (1993)
utilizan lipasa de Pseudornonas fluorescens para la modificación de la grasa láctea y
posteriormente realizan un fraccionamiento. La interesterificación enzimática tiene tajos
rendimientos. Últimamente se estudia el empleo del dióxido de carbono supercrítico para
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2.1.5.6- Anlicación de la grasa láctea modificada
Conseguir mantequillas más fáciles de untar cuando se encuentran a la temperatura del
frigorífico ha sido una de las primeras aplicaciones. Las mezclas con aceites vegetales
han sido las soluciones más ampliamente utilizadas; si a esto añadimos que los aceites
vegetales pueden someterse a diferentes grado de hidrogenación obtenemos una
diversidad de productos según sus propiedades fisicas. Para obtener productos
enteramente de origen lácteo se 0pta por fraccionar la grasa en tres fracciones y utilizar
las de mayor y menor punto de fusión, También se puede usar la mantequilla hidrogenada
totalmente para mezclarla con aceite de girasol y así obtener un producto bastante
consistente rico en ácidos grasos poliinsaturados.
Las fracciones de alto punto de fusión se suelen utilizar en productos de bollería,
beneficiándose de la consistencia de esta grasa y de su aroma y sabor. Las fracciones
liquidas a temperatura ambiente pueden utilizarse para dar consistencia más suave a la
mantequilla y para mejorar la reconstitución de la leche en polvo.
Las fracciones provenientes de la grasa láctea pueden utilizarse también en confitería.
Una aplicación importante es la sustitución por grasa láctea de la manteca de cacao (más
cara) en la fabricación del chocolate. La grasa láctea hidrogenada o las fracciones sólidas
pueden ser utilizadas para evitar que los chocolates con leche sufran una separación en
dos fases por romperse la emulsión. Se ha observado que hasta un 25% de la grasa de
algunos chocolates es de origen lácteo.
Sin embargo, el alto precio de la grasa láctea es un obstáculo para el uso de sus procesos
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2.1.6- Tecnologías para la obtención de productos bajos en colesterol
2.1.6.1- Métodos microbiológicos
Algunos microorganismos como los géneros Arthrobacter, Bacillus, Brevibacierium,
Corynebacicriurn, ]vlycobacteriurn, Nocardia, Serrat/a y Slrepton2yces pueden convertir
el colesterol en productos inocuos como son el dióxido de carbono y el agua (Aihara y
col., 1988). Estos métodos aún no están totalmente desan’ollados para su uso. En las
condiciones estudiadas, la oxidación del colesterol no es completa y se producen
elevados contenidos de óxidos de colesterol, que se consideran más aterogénicos que el
propio colesterol. Existen otros microorganismos, como Eubacter¡um, que reducen el
colesterol a coprostanol, metabolito inocuo, pero la aplicación de éstos métodos a los
alimentos no es satisfactoria (Beitz y col., 1990).
2.1.6.2- Adsorción
El colesterol puede ser adsorbido a partir de grasa láctea anhidra utilizando carbón activo,
pudiéndose eliminar hasta un 95% del colesterol.
Otra técnica, propuesta también en 1989 (anónimo), consiste en la formación de
complejos insolubles con saponinas.
La 13-ciclodextrmna es un oligosacárido cíclico de siete unidades de glucosa. Su afinidad
por moléculas apolares o de polaridad media permite la formación de fuertes complejos
de inclusión con el colesterol. Bayol y col. (1988), Cully y col. (1990) y Roderbourg y
col. (1990) han conseguido extraer el colesterol de lípidos o aceites, nata y yema de
huevo mediante B-ciclodextrinas con éxito. Oakenfiill y Sidhu (1992) describen un
método utilizado en Australia que discurre a bajas temperaturas, habiendo una mínima
afectación de los compuestos y pérdida de compuestos volátiles. Cuando este proceso se
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leva a cabo en huevos o productos lácteos (leche o nata) se llega a eliminar hasta un 80-
0% del colesterol total.
ji
2.1.6.3- Manipulación de la alimentación animal
¡2]
la habido intentos de alterar los niveles de colesterol en huevos y sangre de gallina por
aedio de la manipulación de la dieta o de aditivos de la alimentación animal. Esto it
ncluye el aumento de las cantidades de proteína, adición de salvado de avena, pectinas, ¡
ornas, escleroglucanos, ácido nicotínico, grandes cantidades de vitaminas A, C, etc.. En
~mayoría de los casos los resultados no han sido los esperados. Sim y Bragg (1977)
bservaron que la adición de fitosteroles en la dieta de las gallinas contribuía a rebajar el
olesterol sanguíneo, pero elevaba el contenido en el huevo, debido a que su efecto
nticolesterolemiante era causado por una inhibición de la absorción del colesterol de la ji
.ieta, pero no tenía efectos sobre el metabolismo del colesterol. El colesterol no puede
>12
educirse en más de un 15% únicamente mediante la dieta, lo que hace necesario emplear
tras métodos (Saijpaul y col., 1994). 1~
2.1. 7- Análisis de los ácidos grasos de los alimentos por cromatografía de gases
a croinatografia of.rece unas grandes posibilidades de separación y posterior
dentificación de los ácidos grasos; más concretamente, la cromatografía de gases ha sido
~técnica cromatográfica que más ha avanzado en los últimos años en el análisis de los
cidos grasos.
:1 análisis de los ácidos grasos puede dividirse en dos pasos sucesivos, que son la
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2. 1.7.1. Preparación de la muestra
La preparación de la muestra está encaminada hacia la formación de derivados volátiles a
la temperatura del método cromatográfico, puesto que la mayoría de los ácidos grasos no
son volátiles, sería imposible llevar a cabo la separación. También, la muestra ha de ser
preparada para conseguir la hidrólisis de los ácidos grasos de los compuestos a los que
estén esterificados, principalmente el glicerol. Los derivados volátiles más comunmente
utilizados son los ésteres metílicos, por su gran sencillez y rapidez de la preparación. Sin
embargo, presentan inconvenientes para el análisis cuantitativo cuando los compuestos
fonnados son extremadamente volátiles, tal es el caso de los ésteres metílicos de los
ácidos grasos de cadena corta como el butírico, caproico, caprílico, etc.. Otro
inconveniente del uso de ésteres metílicos se refiere al análisis cuantitativo de los ácidos
grasos insaturados (especialmente los poliinsaturados), ya que éstos se oxidan fácilmente
en el manejo de la muestra y se destruyen en el inyector por la alta temperatura necesaria
mencionado, los ésteres metílicos de los ácidos grasos son los derivados más útiles ypara u rápida volatilización (Shantha y Napolitano, 1992). Pese a todo lo antes ~~111
también más utilizados cuando los inconvenientes se superan (por ejemplo, con un patrón 4 ti1?
interno).
Existen otros métodos para la volatilización de los ácidos grasos que pueden proporcionar
mejores resultados cuando éstos se requieren. Pueden citarse los ésteres de butilo para
reducir la volatilidad de los ésteres de los ácidos grasos de cadena corta, que pueden
mejorar los factores de respuesta en un valor de 0,3 (Iverson, 1986). Otros métodos se
utilizan para el análisis de ácidos grasos libres y esterificados por separado (Martínez-
Castro y col., 1986; de la Fuente y col., 1993).
El análisis cromatográfico en sí de los ésteres metílicos puede hacer variar los resultados
de un análisis cuantitativo, que están en función de que la esterificación haya sido
cuantitativa antes de inyectar la muestra en el cromatógrafo de gases. Los factores a tener
en cuenta para una reacción cuantitativa son principalmente los reactivos utilizados y el
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tiempo necesario que ha de transcurrir para la esterificación completa. A esto hay que
añadir que el método utilizado puede hacer variar la composición de los ácidos originales
durante la reacción, aparecer nuevos isómeros geométricos y posicionales, y artefactos
que lleven a confusión en el análisis cualitativo de los ácidos. Algunos estudios
realizados (Sheppard e Iverson, 1975, Bannon y col, 1982a y b) concluyen que no hay un
método ideal entre todos los propuestos, pero que a la vez son todos igualmente
apropiados si se realizan correctamente.
Varios investigadores han indicado que los reactivos que se fundamentan en la utilización
de bases de alcalinos son los más indicados para un mejor análisis de ácidos grasos por
cromatografía de gases (Bannon y col,, 1982a; 1982b; Craske y Bannon, 1987; Craske y
col., 1988). El método de la potasa metanólica es muy empleado para la
transesterificación de los acilgliceroles en ésteres metílicos. El empleo de este reactivo A1~ 1>
tiene la ventaja de la rapidez y sencillez y de que la reacción puede transcurrir a
•1temperatura ambiente, en tales condiciones la reacción transcurre cuantitativamente en 20
mm, siempre que no haya una gran cantidad de ácidos (Utrilla y col., 1976) y sin fi4 .k
problemas de isomerización. El colesterol y los esfingolípidos necesitan condiciones más
drásticas para la isomerización (Christie, 1982). La reacción ha de llevarse en medio
anhidro, normalmente heptano, para evitar la hidrólisis de los metilésteres y la
3??
consecuente liberación de los ácidos grasos, ya que esto resultada en una cuantifiación [>2?>
por defecto y a temperatura ambiente para que no haya conjugación de las insaturaciones.
En cualquier caso, el método establecido ha de seguirse estrictamente para conseguir una
reproducibilidad y repetividad de éste. Se tendrá en cuenta la temperatura de los
disolventes de extracción, la agitación manual o con instrumentos como un generador de
ultrasonidos o un voríex y cualquier paso en el método que suponga una variación en la
solubilidad o volatilización de los compuestos. La adecuación del método deberá
probarse primero con patrones de ácidos grasos de cadena corta o insaturada, que son los
que ofrecen resultados más variables y más difíciles de reproducir.
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2.1.7.2. Sistema cromatográfico It
La elección de la polaridad de la fase estacionaria de una columna capilar de sílice
fundida es un factor importante de cara a obtener una buena resolución de los picos y una
fácil y rápida identificación de éstos en análisis de rutina. Sin embargo, no constituye éste
un factor decisivo, como ocurre en las columnas de relleno, ya que, independientemente
de la polaridad de la fase los resultados suelen ser bastante satisfactorios cuando el resto
de condiciones del análisis se han optimado. El número de las diversas fases estacionarias
es bajo silo comparamos con la mayor diversidad de fases para las columnas rellenas,
este hecho se debe a que cubre todas las necesidades de los análisis de los ácidos grasos
(Sidisky y Ridley, 1991). Se debe considerar que, silos resultados lo permiten, son
preferibles las fases de menor polaridad, ya que suelen ser de más larga vida y más
resistentes que las de mayor polaridad, como pueden ser las metilsiliconas.
La elución de los ésteres metílicos en las columnas con fases apolares sigue un orden de
acuerdo con el punto de ebullición, eluyendo en primer lugar los ésteres de menor punto
de ebullición y por último los que lo poseen mayor. Los derivados insaturados eluyen
justo antes de los saturados de misma longitud.
La gran desventaja de las fases apolares es la mala resolución en la separación de ácidos
insaturados; por ejemplo, la elución de los ácidos oleico, linoleico y linolénico puede
verse solapada entre sí, lo mismo puede ocurrir con ácidos de 20 y 22 carbonos en la
cadena. Esto hace preferible utilizar fases de mayor polaridad, sobre todo teniendo en
cuenta la gran importancia que tienen estos ácidos en la composición de los alimentos y
de la leche entre ellos. Las fases estacionarias que actualmente cuentan con más interés
son las de polaridad intermedia, como los polietilenglicoles. Su aplicación destaca para el
análisis de alimentos de origen marino, dada la gran resolución que ofrecen en la
separación de los distintos isómeros de ácidos grasos insaturados (Ackman, 1986).
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En las fases polares o de polaridad media el orden de elución es por punto de ebullición
cuando se trata de ácidos grasos de cadena saturada lineal, posteriormente eluyen los
ácidos insaturados de igual longitud por orden ascendente de número de insaturaciones.
Los ácidos con dobles enlaces conjugados eluyen después de sus correspondientes no
conjugados. Los ácidos ramificados eluyen a tiempos más cortos que sus
correspondientes lineales, tanto más cuanto más cerca del carbono col esté la
ramificación, y para ramificaciones iguales (Ackman, 1986).
El sistema de detección más ampliamente utilizado es el FID (flame ionization detector) o
de ionización de llama. Existen otros tipos de detectores más completos,pero los datos
que se aportan pueden ser innecesarios e insuficientes; tal es el caso de la espectrometría
de masas, que sólo con gran experiencia permite diferenciar isómeros insatu.rados en lo
que se refiere a la posición y configuración del doble enlace y además posee una menor
sensibilidad que el detector de ionización de llama.
Respecto a la grasa láctea y sus derivados hay que resaltar que, quizás, son las grasas que
más variedad de compuestos presentan; siendo las que suponen un mayor reto para el
análisis de los lípidos que contienen. Los ácidos grasos van desde 2 hasta 26 átomos de
carbono, saturados, mono y poliinsaturados, con isómeros cis y (ram conjugados o no, y
ácidos lineales y ramificados. Para muestras en las que solamente sea nesesario
identificar y cuantificar los ácidos grasos esterificados, como triglicéridos en su mayoría,
se prefiere utilizar columnas de polaridad intennedia, dando muy buenos resultados (De
Jong y Badings, 1990). Christie (1989) resalta que la importancia económica de la grasa
láctea ha sido en parte importante causante del avance producido en el análisis de sus
componentes. Así, ha sido posible la identificación de 437 ácidos grasos diferentes,
siendo unos pocos de ellos de interés nutricional y únicamente entre 20 y 30 de ellos son
de mayor interés para los analistas. También señala que pueden presentarse problemas de
cara a la buena separación de los compuestos, pero las mayores dificultades aparecen en
la cuantificación. Los problemas son un conjunto de los mencionados anteriormente y son
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principalmente: una transesterificación completa sin pérdidas de compuestos, la
introducción de la muestra en la columna evitando discriminaciones en las pérdidas de
compuestos en la división de flujo y recomienda que la programación de temperatura sea
tal que los componentes de la muestra emerjan a intervalos de tiempo aproximadamente
iguales.
2.1.8- Análisis de los trigilcéridos por cromatografía líquida de alta eficacia
La ténica de HPLC en fase inversa no acuosa tiene una serie de ventajas en el análisis de
triglicéridos sobre otras técnicas cromatográficas. Estas ventajas hacen cada vez más del
HPLC la técnica de elección en el análisis de los triglicéridos y son las siguientes
(Hamilton, 1986):
(a) existe la posibilidad de separar los triglicéildos sin necesidad de
formar derivados ni de que se descompongan por causa de altas temperaturas,
como ocurre en los análisis por cromatografía de gases;
(b) se cuantifican de modo más sencillo que en cromatografía en capa
fina;
(c) una vez separados, los componentes de la mezcla pueden recogerse
para contrnuar con análisis posteriores.
El análisis de los triglicéridos de la grasa láctea supone el mayor reto en lo que se refiere
al análisis de triglicéridos ya que es la muestra de origen natural más compleja. Patton y
Jensen (1975) ya señalaron que debido a la compleja composición de los ácidos &asos de
la grasa láctea, prodrían existir 64 x 106 especies distintas de triglicéridos. Si
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haber 8000 especies moleculares de triglicéridos , incluyendo los isómeros posicionales.
Es por esto por lo que una muy buena separación por HPLC no consiga a veces ~
separaciones de especies únicas, sino, más bien, de moléculas de triglicéridos semejantes
(Christie, 1987).
•1
Los primeros estudios que establecieron las bases de la investigación tal como se lleva a
cabo actualmente en lo referido a separación de triglicéridos por HPLC en fase inversa no
acuosa fueron realizadas por Wada y col. (1977, 1978). En estos estudios se pueden
destacar dos contribuciones:
(a) la caracterización individual de cada especie molecular de triglicérido por
medio de lo que se denominó número de partición (NP), siendo,
NP=NC-2XND (2.1)
donde NC número de carbonos del triglicérido, exceptuando los del glicerol,
ND número de dobles enlaces,
(b) el establecimiento de una relación entre el NP de cada triglicérido y el
factor de capacidad k’ de cada uno de los picos del cromatograma.
De este modo dedujeron que los triglicéridos eluyen en orden ascendente de NP y que
para triglicéridos con un mismo NP eluyen primero los de mayor ND.
El número equivalente de carbonos (NEC) fue defmido por Herslóf y col. (1979) según la
siguiente ecuación:
NEC=NC-a’XND (2.2)
siendo a’ un valor próximo a 2 dependiente del sistema cromatográfico.
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Aún así, aparecen pares criticos de triglicéridos que poseen los mismos NEC y ND,
constituyendo un problema en la identificación de las especies. Las mezclas complejas de
triglicéridos, cuyo intervalo de NEC es amplio, son difíciles de analizar por métodos
isocráticos, por lo que generalmente se realizan mediante gradiente de polaridad
(Robinson y Macrae, 1984; Barrón y col., 1990).
2.1.8. 1. Sistema cromatográfico
El detector de masa o de luz difundida ha sido introducido recientemente en el análisis de
triglicéridos. Se basa en la evaporación de la fase móvil y la medida de la luz reflejada y
refractada por las partículas sólidas de soluto que se forman, La ventaja principal de este
detector es que se puede utilizar con gradientes de polaridad, hecho que no era posible
con el detector de índice de refracción y complicado con el ultravioleta, si bien, la
sensibilidad es menor que la del detector UV (Christie, 1991).
La composición de la fase móvil puede variar según el tipo de triglicéridos que se vayan a
analizar y según otras condiciones cromatográficas, como puede ser el tipo de detector a
emplear. Generalmente se utilizan disolventes no acuosos (Barrón y Santa-María, 1987).
En lo que se refiere a la fase estacionaria influye la polaridad de la fase, tamaño de
partícula y longitud de columna. De las columnas estudiadas, las de octadecilsílice son
las de mejores resultados (Goiffon y col., 1981; Podhala y Tóregard, 1982; Deffense,
1984; Barrón y col., 1987).
2.1.8.2. Análisis cuali-cantitativo
Una dificultad a la hora del análisis cualitativo de la muestra se debe a que existen pocos
triglicéridos mixtos en estado puro que puedan ser utilizados como patrones para la
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identificación. Para realizar esta identificación de las especies moleculares de
triglicéridos separados por HPLC se han estudiado relaciones entre el tiempo de retención
y el número de partición (Wada y col., 1977; 1978), el número equivalente de carbonos
(Herslóf y col., 1979, Frede, 1986), y la longitud de cadena equivalente (Goiffon y col.,
1981), según la cual existe una relación lineal entre el logk’ y las longitudes e
insaturaciones de cada ácido graso integrante de cada triglicérido, cumpliéndose que:
logk’=K+CMIA —c<¿~ d~ + C15l8 — cdfldB + Cicle — CdCdc (2.3)
siendoK la ordenada en el origen,
A, B y C los ácidos grasos componentes del triglicérido,
/ía longitud de cadena de cada ácido graso,
d el número de dobles enlaces de cada ácido graso,
ci,, los coeficientes de cada variable independiente,
El método de EI-Hadmy y Perkins (1981) se basa en el cálculo del TCN (número teórico
de carbonos). Éste puede ser determinado para cualquier triglicérido a partir de la
regresión lineal del logk frente al NC de su correspondiente triglicérido saturado por
interpolación de su logk’. De este modo cualquier triglicérido saturado posee un TCN
coincidente con su NC y con su NEC. El factor U¡ se utiliza para calcular el TCN de
*
triglicéridos insaturados y se calcula experimentalmente a partir de la diferencia en el NP
de patrones insaturados y sus correspondientes saturados tras la interpolación de su logk’.
El proceso se lleva a cabo con el cálculo de las siguientes ecuaciones:
log k’ = a + bNPt~, (2.4)
log k’ = a + bNPt~~, (2.5)
3
~Uj NP;, -NIj~0~, (2.6)
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3
TCN= NPJ, Xu,. (2.7)
*
siendo NP = NC para triglicéridos saturados; en el caso de insaturados se obtiene
experimentalmente por interpolación.
Otros trabajos, como el de Takahashi y col. (1988), proponen las siguientes ecuaciones
para la estimación de los triglicéridos:
logk ‘MB = 2/3 logk ‘u.,~, + 1/3 logk 8DB (2.8)
logk ‘ABC = 1/3 logk ‘t~AA + 1/3 logk 888 + 1/3 logk ‘~c~ (2.9)
siendo A, B y C los ácidos grasos que componen un triglicérido.
La complejidad de la composición en triglicéridos de la grasa láctea hace que la
resolución cromatográfica y eJ análisis cualitativo sean más difíciles que en otras grasas y
aceites. Por ello se realizan acoplamientos entre dos o más técnicas analíticas como son
HPLC y OC (BalTón y col, 1990, Maniongui y col., 1991).
En este trabajo se ha conseguido una mejor estimación de la composición en
tríglícéridos de la grasa láctea por combinación de HPLC y OC, y de modelos
matemáticos basados en el cálculo del NEC (a partir de NC y ND,y de NC y ND
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21.9- Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de ‘3C de alta resolución
en lípidos
La resonancia magnética nuclear ha tenido un uso muy Iñnitado en el análisis de grasas y
aceites naturales hasta recientemente, probablemente debido a la carencia de información
básica de la materia y al elevado coste de los equipos.
El uso de la RMN de protón (‘H) ha sido muy limitado por aportar un número pequeño
de señales, dando poca información, aunque existen trabajos que utilizan su mayor
sensibilidad para la determinación de compuestos minoritarios, como los diglicéridos en
aceites vegetales y la combinación con la ‘3C-RMN para realizar correlaciones
heteronucleares bidimensionales {Sacchi y col., 1991). Otros trabajos se basan en la
mejor y rápida cuantificación de la ~I-l-RMNpara cuantificar los mono-, di- y
triglicéridos por separado a pesar de que puede haber solapamiento de señales o en una
tápida caracterización de extractos lipídicos (Sparling y col., 1989; Sze y Jardetzky,
1990; Pollesello y col, 1991). Sin embargo, la ‘3C-RMN está adquiriendo importancia,
los equipos actuales llegan a ser de 300 MHz o mejores y, a pesar de su coste, son más
asequibles, y su mayor resolución es una herramienta más útil para la caracterización de
mezclas de triglicéridos (1-lenderson y col., 1994).
En la tabla 2,1.9 se presentan los desplazamientos químicos de los grupos funcionales
más comunes en lípidos (Pretsch y col,, 1976; Levy y col,, 1980).
















C-COX (X:C,O,N) 165- 180
C-COOH 175-185
(continuación)
Se poseee actualmente cada vez más información sobre los desplazamientos químicos
usando especies moleculares individuales, como el linolenato de metilo representado en
la figura 2.1.9, Esto se puede aplicar a espectros más complejos de muestras naturales
(Gunstone, 1993a; 1993c; 1994), aunque la optimización de los parámetros de
adquisición y procesado de los espectros para reducir et tiempo de las experiencias, y la
comparación de los resultados con los obtenidos por los métodos de rutina aún están en
las primeras fases (Sacchi y col., 1992).
2.1.9.1- Estudio dela grasa láctea
La grasa láctea tiene como característica el contener ácidos grasos de cadena corta, que
producen señales de RMN muy características y diferentes a las de los ácidos de cadena
media y larga, además de que su solapamiento suele ser menor, Utilizando los datos de
las intensidades puede saberse la composición molar porcentual de los ácidos butírico,
caproico, caprílico, monoinsaturados, poliinsaturados, y diferenciar la presencia de
isómeros té y tt’ans, Existen tablas que aportan datos de desplazamiento químico de los
carbonos Cl-C3 y wl-w3 (que son los más definitorios a la hora de distinguir los ácidos
grasos de cadena corta) y de otros carbonos de interés en grasa láctea como son los
olefinicos y alílicos (Gunstone, 1993b). Este mismo trabajo realiza un análisis de
diferentes grasas animales, vegetales y fórmulas infantiles para detectar adiciones de
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Figura 2.1.9. Espectro de ‘3C.RMN del linolenato de metilo en CDCI3 con TMS como
patrón interno (Cliristie, 1990). DespazilmidlitOS químicos: C”1, 174,16; C-16, 131,92;
C-9, 130,24; C-12/13, 128,29; C.10, 127,8; C.15,127,18; -O-CH3, 51,36; C-2, 34,11;
20,60; C-18, 14,29.
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grasa láctea, aceites lánricos, grasa parcialmente hidrogenada y ácidos poliinsaturados,
sin embargo presenta los resultados de manera semicuantitativa.
2.1,9.2- Estudio de aceites vegetales
Los compuestos de mayor interés y sencillez de identificación y cuantificación son los
ácidos grasos insaturados tras la asignación de los carbonos olefinicos, alilícos y
divinilmetilénicos. Tambíen se pueden cuantificar los ácidos grasos libres separadamente
de los esterificados y los compuestos de la fracción insaponificable. La mayorfa de los
estudios se han realizado para detectar mezclas de aceites de oliva vírgenes y refinados
(Sacchí y col., 1990), determinación de diglicéridos (Sacchi y col., 1991), distribución
posicional de los ácidos grasos de los triglicéridos de aceite de oliva (Saechí y col.,
1992), que pretende utilizar la RMN para detectar mezclas de aceites de oliva virgen con
aceites esterificados sintéticamente evitando procedimientos químicos para la preparación
de la muestra. El trabajo de Zamora y ccl, (1994) consistió en la caracterización de la
fracción insaponificable de aceites de oliva y orujo de ojiva, aportando datos sobre los
desplazamientos químicos del escualeno, esteroles y alcoholes triterpénicos. Los métodos
de resonancia pueden ser muy útiles para usarlos como referencia en métodos
enzimáticos de rutina, pero no como métodos de rutina debido a la duración de las
experiencias y, sobre todo, al coste requerido de los equipos.
Otros estudios se encaminan a la caracterización de aceites ricos en ácidos grasos de uso
en fabricación de pinturas, plásticos, síntesis química o estudios metabólicos, como el
trabajo de Neff y col. (1993) para la caracterización de áceites de semillas de Vernonia
galarnensis y Crepis alpina, ricos en ácidos vernólico y crepénico respectivamente.
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2.1.9.3- Estudio de aceites de pescado
Los aceites de pescados más estudiados han sido los de salmón (Aursand y col., 1993) y
atún (Sacchi y col., 1993), ya que son ricos en ácidos eicosapentaenoico y
docosahexaenoico, ácidos grasos poliinsaturados de la familia (n-3). Estos ácidos grasos
presentan señales con desplazamientos químicos característicos en las regiones olefinicas
y carbonílicas, y al presentarse en alta cantidad pueden ser cuantificados y comparados
satisfactoriamente con métodos convencionales de análisis como la OC. Sacchi y col.
(1993) además realizan una caracterización del aceite del atún y cuantifican los ácidos
grasos libres, la distribución posicional ct-~ de los ácidos grasos poliinsaturados
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ESTIMACIÓN DE LA COMPOSICIÓN EN TRIGLICÉRIUOS DE LA GRASA
LÁCTEA
2.2- MATERIALES Y METODOS
221- Preparación de la muestra
La leche cruda de oveja fue proporcionada por el Complejo Agropecuario de la
Zomunidad de Madrid situado en Aranjuez.
a extracción de la nata se lleva a cabo calentando la leche en un bailo de agua a 3 5-40
>C darante 20-30 mm. Posterionnente, la nata se separa por centrifugación a 20 0C
lurante 30 mm a 3000 r.p.m.. Los tubos que contienen la leche centrifugada se ponen en
ma baño de hielo hasta que la nata se ha solidificado, recogiéndose y guardándose en
..ongelador a -20 0C hasta su posterior análisis.
~a extracción de los triglicéridos se llevó a cabo según un trabajo de Barrón y col.
1990). Un gramo de nata se deposita en un matraz al que se añade el disolvente de
~xtracción ii-hexano (Panreac), conteniendo BHT (Fluka) como antioxidante en urna
~oncentraciónde 0.1 mg/mL, en una relación de 10/1 (mL/g). La mezcla se homogeniza
rn un baño de ultrasonidos y se introduce en un embudo de decantación, al que se añade
sanol (Panreac)-agua destilada (80:20, vol/vol) en una relación 3/2 respecto al volumen
Le ii-hexano utilizado. La mezcla se agita enérgicamente y se deja reposar hasta la
.ompleta separación de las fases. La inferior, hidroalcohólica, se lava dos veces con ti-
iexano. Los lavados con hexano se añaden a la fase orgánica inicial.
4a fracción orgánica se filtra con papel Wathman LPS y se concentra a sequedad en
orriente de nitrógeno. El residuo triglicérico (alrededor de 0,50 g) se redisuelve en 2 ml
.e hexano y se filtra a través de membrana de tamaño de poro 0,2 Í.mm. Se inyectan 10 j.it
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1>
de la disolución para el análisis por cromatografla líquida de alta eficacia. Para la
recogida de fracciones a la salida de la columna se inyectaron volúmenes de 20 gL,
2.22- Análisis de triglicéridos de grasa láctea por cromatografía líquida de alta
eficacia
El método de cromatografia líquida de alta eficacia utilizado para el análisis de los
triglicéridos se basó en uno previamente desarrollado por Hierro y col. (1992) y Hierro
(1994). El sistema cromatográfico utilizado consistió en dos bombas modelo 125
(Beckman), un inyector Rheodyne modelo 7125 con un bucle de carga de l0¡.tL, se
utilizaron dos columnas de acero inoxidable de 25 cm y 15 cm x 4,6 nun de di. rellenas
con Spherisorb ODS-2 de 3 hm de diámetro (Phase Separations, Synita) conectadas en
serie y termostatizadas en un baño de agua a una temperatura de 30 0C. Se utilizó un
detector de masa (ACS 750/14, The Arsenal) con una temperatura en el evaporador de 45
0C y 138 kPa de presión de aire. El aire a presión era proporcionado por un compresor
(Mr Control) y posteriormente secado por dos trampas de agua. Los vapores formados en
el detector eran eliminados mediante un extractor. La detección de patrón de tributirina
para el estudio del NEC se realizó bajando la temperatura del evaporador del detector
hasta 20 0C.
La fase móvil consistió en una elución en gradiente desde O a 70% (vol/vol) de acetona en
acetonitrilo (ambos de grado HPLC) en dos etapas: un inicial aumento lineal de 0,70/o/min
en acetona durante 50 mm seguido de elución isocrática durante los siguientes 20 mlii, y
un segundo aumento lineal de 0,7%/mm de acetona en acetonitrilo seguido también de
una elución isocrática de 42 mm hasta el final del análisis. El flujo empleado> fue de 0,9
mL/mm y la presión de 17,2 MPa. El gradiente y la adquisición de datos provenientes del
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~
1223-Recogida de fracciones
La recolección de fracciones a la salida del sistema cromatográfico fue necesaria para
realizar un posterior análisis de ácidos grasos tras la separación por HPLC, con el fm de
identificar las especies moleculares mayoritarias de triglicéridos. El carácter destructivo
del detector de masa hizo necesario la toma de fracciones en un punto anterior a éste y su
cronometración basándose en inyecciones previas, puesto que no es posible [a
adquisición de datos.
Las fracciones se recogieron cada 40 s a la salida de la columna a partir del minuto 14 (ya
que anteriormente a este tiempo no hay todavía elución de compuestos), de tal forma que
no hubo recogida de más de un pico cromatográfico estrecho por fracción y que picos
anchos pudieron ser recogidos en fracciones sucesivas.
En total se recogieron 227 fracciones de I-IPLC conteniendo triglicéridos disueltos en la
fase móvil. Estas fracciones se guardaron en congelador hasta su análisis por
cromatografia de gases.
2.2. 4- Análisis de los ácidos grasos de triglicéridos de fracciones F-IPLC por
cromatografía de gases
2.2.4.1- Preparación de la muestra
Los triglicéridos separados mediante HPLC y recogidos en fracciones se hidrolizaron
para analizar sus ácidos grasos constituyentes como ésteres metílicos (FAME).
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Los triglicéridos contenidos en las diferentes fracciones se depositaron en viales de fondo
cóníco de 1 mL de capacidad para favorecer la concentración de la muestra y se llevaron
a sequedad por evaporación de la acetona y acetonitriilo mediante una corriente de
nitrógeno.
La preparación de la muestra fue una modificación de los métodos descritos por Utrilla y
col. (1976) y Barrón y col. (1990>. El método se basa en la formación de ésteres metílicos
de los ácidos grasos, derivados volátiles en las condiciones de análisis. Las
modificaciones realizadas tuvieron como fines una mayor concentración de la muestra en
el disolvente de inyección y alargar el tiempo de inyección hasta 100 mm. En el vial
cónico conteniendo los txiglicéridos se adicionaron 20 hL de n-heptano (MerlO y 10 uL
de KOI-1 2N en metanol. La mezcla se agitó en ultrasonidos durante 1 mm. Se inyectó 0,1
pL de la fase heptánica conteniendo FAME tras 20 niin.
La tripelargonina se utilizó como patró interno ya que ésta no era detectada en los análisis
de las muestras.
2.2.4.2- Sistema cromatográfico
El análisis de los ácidos grasos de los triglicéridos de las fracciones recogidas se realizó
en un crornatógrafo de gases HRGC 5160 Mega Series (Carlo Erba) equipado con un
detector de ionización de llama (FID) y un inyector con posibilidad de división de flujo
(sp/ii/spliI/ess).
Se utilizó una columna de sílice fundida de 24 m x 0,23 mm de di. recubierta con SP-
1000 (Supelco), cuyo espesor de fase era de 0,25 p.m. Como gas portador se utilizó N2 a
40 kPa de presión. Las condiciones fueron las siguientes: inyector a 275
0C, detector a
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una rampa de temperatura de 10 0C/min hasta alcanzar los 150 0C, y otra de 2 0C/min
hasta 200 “C y esta temperatura se mantuvo durante 60 niin hasta el final del análisis. Los
cromatogramas y los resultados se procesaron mediante un integrador Spectra-Physics
modelo Data Jet.
La duración del análisis permitió la buena separación de los ácidos grasos de la muestra
ya que la mayor sensibilidad del equipo utilizado permitió la detección de ácidos grasos
minoritarios como los ramificados, los de cadena impar y los isómeros de linoleico y
linolénico.
La pequeña cantidad en la que se encontraban los triglicéridos a la salida de la colunma
del HPLC hizo necesaria la inyección sin división de flujo (splñless) y su mantenimiento
durante 20 s para permitir la entrada de la totalidad de la muestra en la columna. Tras este
tiempo el flujo de split fue de 40 mL/mm.
2.2.4.3-Análisis cualitativo
La identificación de los ácidos grasos que constituían los triglicéridos de las distintas
fracciones de HPLC se llevó a cabo mediante la comparación de los tiempos de retención
con los obtenidos en el análisis de una mezcla de patrones de ácidos grasos. La
identificación de ácidos grasos ramificados, de cadena impar y los insaturados
minoritarios no fue posible con patrones y se recurrió a la bibliografía existente (Antila y
Kankare, 1983; De Jongs y Badings, 1990).
Los paflones utilizados tenían una pureza de aproximadamente del 99% y fueron los
siguientes:
- esteres metílicos de los ácidos butírico, caproico, caprílico, cáprico, láurico,
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- ésteres metílicos de los ácidos lrans-vaccénico y a-linolénico (Sigma Chemical).
2.2.4.4- Análisis por cromatografia de 2ases acoplada a esuectrometria de masas
(OC/MS’
)
Para el análisis por OC/MS se inyectaron muestras de triglicéridos de grasa de leche de
oveja con el fin de confirmar la identificación de ácidos grasos de asignación dudosa. Sin
embargo, algunos estudios, como el de Christie (1989) indican que no siempre los
derivados metílicos son indicados para la identificación mediante la MS, además insiste
en que ésta sea la técnica espectroscópica más dependiente de la experiencia del
investigador para la identificación de estructuras moleculares y que no hay reglas estrictas
en la rotura de las moléculas. Christie también señala que, en el caso de la elucidación de
ácidos grasos insaturados, no se forman iones que sirvan de indicación para la
localización o estereoquímica de los dobles enlaces en los isómeros de posición,
debiéndose a una posible migración de éstos cuando se forma el ion molecular y dando
numerosos productos intermedios y consiguientemente iones muy diversos. En el caso de
los ácidos poliinsaturados, sus espectros ofrecen iones con varias intensidades, pero no
puede decirse que sirvan para la interpretación de la posición de los dobles enlaces.
Nonnalmente, se considera que la ventaja de la CC/MS se debe a que aporta datos sobre
los pesos moleculares de los compuestos junto a los de los tiempos de retención, lo que se
puede considerar bastante satisfactorio. La dificultad en la identifiación se extiende
también a los ácidos grasos de cadena ramificada, y sobre todo a la hora de discernir
entre isómeros ¡SO y anletw.
La preparación de la muestra consistió en la extracción de triglicéridos por el método
descrito en el apartado 2.2.1 y posterior formación de los ésteres metílicos de los ácidos
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El equipo utilizado fue un cromatógrafo de gases 5890 Series II acoplado a un
espectrómetro de masas 5971A, ambos Hewlett-Packard. Las condiciones del método de
inyección fUeron las mismas utilizadas en el apartado 2.2.4.2 excepto que el gas portador
utilizado fue helio.
2.24.5- Análisis cuantitativo
La cuantificación de los ácidos grasos se realizó siguendo la técnica del patrón interno. Se
utilizó tripelargonina como patrón debido a que ésta no se encontraba en cantidades
detectables en las muestras inyectadas y a que era el compuesto de estructura más
semejante a los ácidos grasos de cadena corta, y por tanto más volátiles, presentes en la
¡eche (butírico, caproico y caprílico).
Asimismo, también se observó que se producían menores respuestas de los ácidos grasos
insaturados, por lo que se decició utilizar otro patrón interno para su cuantificación. Se
tomó el propio ácido palmítico de la muestra como padrón interno de estos compuestos
ya que en la zona de elución próxima no era posible utilizar ningún compuesto
inexistente en la muestra sin que coeluyese con los ya presentes. Además, el ácido
palmítico es el más abundante en la leche, por lo que quedaba asegurada su presencia en
la mayoría de fracciones de HPLC y prácticamente no sufría modifiaciones durante la
preparación de la muestra o inyección, por lo que se consideró que tenía un factor de
respuesta (Fr) de 1 respecto al ácido pelargónico.
Del mismo modo, se asigné al patrón interno y resto de ácidos grasos presentes en la
muestra (ácidos grasos de cadena media y larga saturados lineales y ramificados) un Fr =
1.
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Para el cálculo del factor de respuesta de los ácidos grasos de cadena corta o insaturada
se prepararon soluciones patrones de los siguientes compuestos en las siguientes
cantidades:
- 150 ig/mL de tripelargonina y tripalmitina,
- 10, 15, 50, 75, 100, 150, 225 y 300 ng/mL de tributirina, tricaproina, tricaprilina,
trioleina, trilinoleina y trilinolenina.
Las soluciones se inyectaron 5 veces y se procedió al cálculo del factor de respuesta y la
desviación estándar relativa. El factor de respuesta se defmió como:
F~ (2.10)
siendo:
F~ el factor de respuesta del compuesto i,
Q la concentración del compuesto /,
Gp, la concentración del patrón interno,
A1 el área del compuesto /,
A~, el área del patrón interno.
2.2.5- Desarrollo de modelos matemáticos
Se inyectaron en el HPLC y por quintuplicado soluciones de los siguientes patrones:
tributirina, ticaproina, tricaprilina, tripelargonina, tricaprina, trilinolenina, trimiristoleina,
trilaurina, 1 ,2-dilauroil-3-miristina, tritridecanoina, 1 ,2-dinúristoil-3 -laurina, trilinoleina,
dimiristoíl-3 -palmitina, tripentadecanoina, 1 ,2-dipalmitoíl-3-miristina, trioleina, 1,2-
dioleoil-3 -palmitina, 1 ,2~dipalmitoíl-3-Oleína~ tripalmitina, 1,2-dioleoíl-3 -estearina, 1-
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estearoíl-2-oleoíl-3-palmitina, 1 ,2-diestearoíl-3-miristina, trimargarina, 1,2-diestearoil-3 -
oleína, 1 ,2-diestearoíl-3 -palmitina y triestearina.
La inyección de estos patrones permitió el cálculo del factor de capacidad (k’) a partir de
sus tiempos de retención (tr) y el tiempo muerto (to).
A partir de estos datos y del número de carbonos, NC. y número de dobles enlaces, ND,
de cada triglicérido arriba indicado se realizó un análisis de regresión lineal múltiple
(ecuación 12) mediante el programa IR de BMDP (Statistical Software Inc.).
Posterionnente se calculó el NEC de los triglicéridos puros utilizados como patrón
(ecuación 14) y por último se realizó otro análisis de regresión lineal de logk’ en función









siendo EE el error estándar de la regresión.
Se puede estimar el k’ de un triglicérido dado y viceversa, el NEC que corresponde a un
pico.
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Debido a que al realizar un análisis de regresión siempre se produce un error (EE) se




NECniat = íogk d+EE; (2.17)
e
Se aplicaron también los modelos desarrollados por Takahashi y col. (1988), lo que
obligó a la inyección de patrones de triglicéridos heterogéneos y homogéneos. Se
utilizaron los tiempos de retención de los patrones en el análisis por regresión lineal (IR
BMDP) para conseguir el cumplimiento de las siguientes ecuaciones:
logk A.AB = 2/3 logk ‘~j~ + 1/3 logk BBB, (2.18)
logk ABC = 1/3 logk MA + 1/3 logk BBB + 1/3 logk ~ (2.19)
Los patrones utilizados fueron los recogidos en la tabla 2.2,4.5.
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Tabla 2.2.4.5. Triglicéridos
desarrollo de los modelos de
puros utilizados como patrones para el
Takahashi y col. (1988).
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Los triglicéridos del aceite de soja están perfectamente caracterizados (Barrón, 1989), ya
que posee únicamente 14 especies moleculares detectables mediante el método de HPLC
utilizado. De los 12 triglicéridos heterogéneos, 4 poseen los tres ácidos grasos distintos.
Por tanto, se realizaron inyecciones de aceite de soja, del mismo modo que la inyección
de patrones, para obtener más datos que proporcionaran mejores resultados.
También se desarrolló el método de Goiffon y col. (1981) para el cálculo de la longitud
de cadena equivalente. De este modo se pretendió obtener el mayor número de modelos
posibles que apoyasen y facilitasen la estimación de los triglicéridos.
Se inyectaron mezclas de patrones de FAMEs (PolyScience Corporation) en el HPLC con
el fin de establecer una relación entre los tiempos de retención de estos ésteres y de los
triglicéridos y sus constantes moleculares mediante el programa lR (BMDP) de regresión
77
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lineal múltiple, Los patrones se disolvieron en acetona y se inyectaron pci triplicado cada
una de las disoluciones siguientes:
- FAMEs de C4:0, C6:0, C7:0, C8:0, C9:0, CLO:0, C1l:0, C12:0 y C14:0,
- FAMEs de C16:0, C1S:O, CíE:! (O), C18:2 (L), C18:3 (Ln), C20:0 y C22:O
disueltos al 10% en etilbenceno,
- mezclas de ambas disoluciones,
Se intercaló un detector UV (LDC Analytical) a 210 un entre la columna de HPLC y el
detector de masa para mejorar la detección de los FAMEs más volátiles. Sin embargo, fue
necesario el uso del detector de masa para la detección de los FAMEs de mayor peso
molecular porque el gradiente de acetona producía una fuerte deriva de la línea base en el
detector Uy.
2.26- Estimación de ¡a composición en triglicéridos de la guiso de leche de
oveja
La composición en triglicéridos se estimó según una modificación del método descrito
por Barrón y col. (1990), basado en el cálculo del NEC a partir de los kW de los picos
cromatográficos de HPLC y en la composición molar en ácidos grasos en cada fracción
recogida a la salida de la columna y analizada por OC y teniendo en cuenta que las tres
posiciones de los ácidos grasos en el glicerol son equivalentes, hecho que se justifica
porque el análisis por HPLC no separa isómeros de posición (Bailey, 1951; Hersldf y
Kindmark, 1985; Perrin y Prévot, 1986).
Para el tratamiento de los datos en la estimación de la composición los triglicéridos se
creó un programa informático en lenguaje QuickBasic (Anexos 1 y II), en el que a partir
de los datos de áreas de los ácidos grasos presentes en cada fracción y los NEC
78
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correspondientes a cada tiempo se obtuvieron los triglicéridos posibles en mayor
proporción en cada fracción.
22.7- Comparación de la composición en triglicéridos de la grasa de leche de
oveja, cabra y vaca.
La leche cruda de vaca (1 muestra de 250 mt) para el estudio de comparación fue
proporcionada por la granja diplomada La Chirigota, en Villanueva del Pardillo
(Comunidad de Madrid); la leche cruda de cabra (1 muestra de 250 mt) se obtuvo de la
granja Queserías Ibéricas, en Fuenlabrada (Comunidad de Madrid). La leche oveja se
obtuvo según se explica en el apartado 2.2.1.
La fracción triglicérica de la leche de las tres especies animales se extrajo del modo
indicado en el apartado 2,2.1 y posteriormente se realizó un análisis por HPLC según se
ha indicado previamente en el apartado 2.2.2.
La aplicación del programa de desconvolución de picos permitió que éstos fueran
agrupados de acuerdo con sus constantes moleculares. Las especies moleculares se
agruparon según su NEC en NEC =34; 34 <NEC =40yNEC > 40.
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2.3- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
2.3.1- Análisis de los ácidos grasos de triglicéridos de fracciones de HPLC por
cromatografía de gases
2.3.1.1- Análisis cualitativo
El análisis de los ácidos grasos de la grasa láctea por cromatografia de gases permitió la
separación e identificación de 43 especies moleculares distintas (figura 2.3.1.1). Con
estos resultados se destaca el gran número de distintos ácidos grasos constituyentes de los
triglicérides de la grasa de la leche, hecho que dificulta la identificación de estos últimos.
Los ácidos grasos mayoritarios son los de cadena saturada par junto con oleico y
linoleico, pero también se detectaron ácidos grasos de cadena impar, tanto saturados
como insaturados, ramificados, e isómeros de los ácidos oleico, linoleico y linolénico.
Suponiendo que los ácidos grasos se esterificaran al azar a la molécula de glicerol, las
especies posibles sedan 433 79.507.
2.3.1.2-Análisis yor GC/MS
Los resultados obtenidos inediente el análisis de los ácidos grasos por CC/MS sirvieron
para confirmar la identificación de algunos ácidos grasos de asignación dudosa, en
especial los ácidos de 19 y 20 carbonos y los insaturados de 18. El ion molecular del
espectro de masas nos aportó información sobre los pesos moleculares de los diferentes
compuestos, de este modo se pudo averiguar sin ninguna duda el número de carbonos y
de insaturaciones de los ácidos antes mencionados. Sin embargo, no fue posible
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La utilización de helio como gas podador en el método desarrollado, que utiliza
nitrógeno, produjo una disminución de los tiempos de retención y por ello la resolución
empeoró; no obstante, el número de picos y su orden de elución no varió.
En la figura 2.3.1.2a se presenta un cromatograma de la corriente total de iones (TIC)
obtenido mediante el análisis OC/MS, en él aparecen los ésteres metílicos de los ácidos
grasos. En la mayoría de los casos fue posible la completa caracterización de los
compuestos, gracias a la comparación con patrones, sin embargo, en el resto solamente
pudo obtenerse infonnación de sus números de carbonos y de dobles enlaces. En las
figuras 2.3.1.2b y 2.3.1.2c se ofrece una ampliación de la TIC entre los 30 y 50 mm del
análisis GC/MS y las corrientes de los iones 268, 284, 292, 312, 310 y 294,
correspondientes respectivamente a los iones moleculares de los ésteres metílicos de los
ácidos C16: 1 (el segundo de ellos corresponde al ácido palmitoleico), C17:0 (ramificados
y lineal, respectivamente), linolénico, nonadecanoico, nonadecenoico, y C18:2 (el
segundo colTesponde al ácido linoleico). Esto nos ha permitido asignar los tiempos de
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Figura 2.3.1 .2c. Corriente de los iones 292, 312, 310 y 294 por OC/MS
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2.3.1.3- Análisis cuantitativo
En todos los casos se inyectaron los patrones por quintuplicado. Los resultados de los
cálculos del factor de respuesta según se indicó en el apartado 2.2.4.5 y sus desviaciones
estándar relativas, que hacen referencia a la precisión del método de análisis, fueron los
siguientes:








En la tabla 2.3.1.3 se ofrecen los porcentajes en que se encuentran los ácidos grasos de
los triglicéridos mayoritarios estimados en la grasa total de la leche de oveja. Los
resultados del análisis de la grasa de oveja demostraron que los ácidos mayoritarios son el
palmitico, mirístico y oleico por este orden, pero también es importante la cantidad en la
que se encuentran los ácidos de cadena corta y media (4 a 12 carbonos). El ácido
vaccénico se encuentra en una concentración mayor a la de otros ácidos insaturados como
el miristoleico, palmitoleico y linolélico, siendo el tercer ácido insaturado en importancia
por su proporción. También es de destacar la alta concentración en que se encuentran los
ácidos grasos de cadena impar (sobre todo lineal, pero también ramificada) en
comparación con otros tradicionalmente considerados en la estimación de la composición
de la grasa láctea, como es el ácido linolénico.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ramos y Juárez (1986b).
Posteriormente se procedió a la inyección de las 227 fracciones recogidas a la salida de la
columna de HPLC para la cuantificación de los ácidos grasos. Los datos que se
obtuvieron se procesaron el programa de estimación según el apartado 2.3.3 para obtener
las posibles moléculas de triglicérídos presentes en cada fracción.
2.3.2- Análisis cualitativo de/os triglicéridos de/a grasa de leche de oveja
2.3.2.1- Aplicación de modelos matemáticos
El tiempo muerto del análisis HPLC se calculó a partir del volumen muerto estimado a
partir de la ecuación (20), ya que las sustancias que apenas sufren retención en las
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= ~kteta>oi — ~>Ag¡w — 11%
PMetano) — PAgita
(2.20)
Yo el volumen muerto,
to el tiempo muerto,
~»el flujo,
El volumen muerto te de 2,54 mL, que con el
dieron un tiempo muerto dc 2,82 mm.
ni la masa de la columna con metanol o
agua,
p la densidad.
flujo de 0,9 mt/mm del método de HPLC
Los resultados obtenidos para la ecuación (2.12) tomando datos de todos los patrones de
triglicéridos proporcionaron valores bajos del coeficiente de determinación (r2):
log/c’ = -0,34074 + 0,04 176NC - 0,0699ND, ?=0,9390; (2.21)
y una no adecuada distribución de los residuos (figura 2.3.2. la), por lo que no se pudo
asumir que la regresión fuese lineal.
La aplicación del modelo de Takahashi y col, (1988) ofreció los siguientes resultados:
logk ~ 0,15451 + 0,6287 logk%~+ 0,2770 logk’BBB, ¿=0,9961; (2.22)
logk’,«nc= 0,17554 + 0,6002 logk~+0,0342 logk’BEB+O,2629 logk’~cc,
= 0,9992. (2.23)
En la primera de las regresiones (2.22) los resultados de los ceoficientes son semejantes a
los esperados (2/3 para el primero y 1/3 para el segundo) y el coeficiente de
determinación es próximo a la unidad. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
Siendo:
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Figura 2.3.2.le. Distribución de los residuos tras el análisis ~lelos patrones que eluyen durante
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patrones de triglicéridos homogéneos que pudieron utilizarse fueron tan sólo 6 para 12
triglicéridos heterogéneos y que no pudieron conseguirse datos para tiempos anteriores al
minuto 75 (t, del LaLaM). Los resultados tras la aplicación de los datos a la segunda
ecuación (2.23) no fueron los deseados, los coeficientes deberían ser todos semejantes a
1/3; el hecho de tener un coeficiente de determinación tan elevado es sólo una
consecuencia de haber utilizado un único patrón heterogéneo (OPS).
La figura 2.3. l.2b muestra un cromatograma de aceite de soja. Al ampliar los datos
disponibles con la utilización del aceite de soja, los resultados fueron:
IogkÁAn 0,12801 + 0,6257 logk’~~ + 0,2962 logk’88n, ~2 = 0,9971; (2.24)
logk’ABC = 0,01969 + 0,1393 logk&v, + 0,3931 logk’BBB ±0,4433logk’ccc,
r
2=zO,9961. (2.25)
Estos resultados no mejoraron los anteriores. De este modo se demostró que el modelo de
Takaihashi y col. no se adecuaba al método cromatografico utilizado en este estudio y se
vio imposibilitado su uso para la estimación de los triglicéridos de la grasa láctea.
La figura 2.3.2. lc muestra un cromatograma de FAMEs por HPLC con sus tiempos de
retención y con los registros para los dos detectores utilizados. Se puede observar que el
orden de elución es idéntico al de los triglicéridos a pesar de que la retención sea menor.
En primer lugar se obtuvo una ecuación lineal que relacionó la retención croinatográfica
de los FAMEs con sus constantes moleculares, dando buenos resultados:
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Posterionnente se realizaron regresiones entre los factores de capacidad de los FAMES y
los triglicéridos según la siguiente ecuación:
logk ‘<i~o = alogk FAMEI + hlogk FAME2 + clogk FAME3, (2.27),
procediendo del siguiente modo:
logk’FAME = -0,468 + 0,0732NCpAMp - 0,1S8NDFAME; (2.28)
logk’Tci = l,l6l3logk’FAMEI + l,ll4Slogk’FAME2 + Ologk’Fa,4E3; (2.29)
pero los resultados no fueron satisfactorios debido a que los FAMEs ehifan durante el
primer gradiente, y los triglicéridos lo hacían durante todo el método (para el estearato de
metilo t. = 24,24 mm, eluyendo durante el primer gradiente, para la SSS t. = 160,90,
eluyendo en el segundo isocrático). Además, ya que existía una repetión de datos para el
caso de triglicéridos homogéneos y heterogéneos (del tipo AAB) se producía una
desestimación de unas variables por otras debido a las fuertes correlaciones entre estas
variables, consideradas corno independientes.
La aplicación del método de Ooiffon y col. (1981) dio como resultado el siguiente:
Iogk’ 0,71627 + 0,01 91/~~ - 0,0428dÁ + 0.0224/n -0,051 id» + 0,0164/c - 0,0272d0,
r
20,9722. (2.30)
El mayor inconveniente que presentan estos resultados es semejante a los obtenidos de
los FAMEs, se trata de que muchas veces se producen fuertes correlaciones entre las
variables coincidentes dependiendo de las constantes moleculares de los triglicéridos
utilizados en la regresión.
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Por el contrario, si los valores del logk’ de los patrones utilizados se relacionan con el NC
y ND poi separado en dos grupos, se obtienen valores altos del coeficiente de
determinación y el análisis de los residuos (figuras 2.3.2. id y e) permite asegurar que la
regresión es lineal, del tipo de la representada en la ecuación (2.12). El primero de estos
grupos colTesponde a los triglicéridos que eluyen durante el primer gradiente y primer
isocrático (antes del minuto 70), y que son tributirina, tricaproina, tricaprilina,
tripelargonina, tricaprina, trilinolenina, triiniristoleína y trilaurina. El segundo grupo de
triglicéridos con’esponden al resto de los patones utilizados. La figura 2.3.2. lf representa
un cromatograma de HPLC de los triglicéridos utilizados como patrones, con sus
correspondientes tiempos de retención y el método de gradiente utilizado.
Los cálculos realizados para el NEC de triglicéridos que eluian antes de los 70 niin
fueron los siguientes:
logk’ z—0,81 130+ 0,06025NC—O,1280ND (2.31)
a’ = —0,1280 =—2,12; (2.32)
0,06025
NEc=Nc—2,I2ND; (2.33)
Iog k’ = —0,81143 + 0,06025NEC ±0,0289;r2 = 0,9967 (2.34)
— togk + 0,81143—0,0289 (2.35)0,06025
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siendo: k ‘~ el factor de capacidad en el tiempo en que comienza a tomarse
fracción (t¡),
~ ‘~ el factor de capacidad en el tiempo en que se termina de tomar
fracción (t2 t] + 40 s).
Los resultados para el segundo grupo de triglicéridos fueron:
Iogk’ =0,72097+ 0,01919NC—0,04121ND;
—0,04121









logk’ = 0,72093±0,O19l9NEC±0,0151; r







Estos últimos resultados fueron los únicos válidos de entre los propuestos por otros
autores en la bibliografia. La inadecuación de los modelos invalidados se debe a que se
propusieron para sistemas isocrácticos de separación, condiciones en las que se podría
haber obtenido buenos resultados en lo que se refiere a la adecuación de los modelos; sin
embargo (tal como ocurre en los estudios llevados a cabo por otros investigadores en
sistemas isocráticos de elución), los resultados en la separación cromatográfica de los
triglicéridos no son tan buenos como los conseguidos en el sistema de gradientes
utilizado en el presente estudio, con la consecuente estimación de un número bajo de
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especies moleculares. Al realizar la modelización tras dividir el cromatograina en dos
tramos se consiguió que estos modelos fueran válidos y perfectamente aplicables, y
sumado al sistema cromatográfico que pernútió la obtención de un gran número de picos,
se logró la estimación de un gran número de especies moleculares de triglicéridos con
gran garantía La aplicación de los análisis por OC de las fracciones de I-IPLC mejoró los
resultados al obtenerse la composición en ácidos grasos de cada fracción y, de este modo,
realizar la estimación también en función de las cantidades en que se encuentran cada uno
de los triglicóridos en cada fracción, no sólo en función de su presencia.
2.3.2.2- Estimación de la composición en triglicéridos de grasa láctea ovina
.
La aplicación de las ecuaciones anteriores (2.35, 2.36, 2.41 y 2.42) redujo el número de
triglicéridos posibles en cada una de las 227 fracciones recogidas a la salida de la
columna de I-IPLC a aquellos con adecuados parámetros moleculares (NEC) para cada
pico en su tiempo de retención correspondiente.
Además, el análisis por OC de los ácidos grasos presentes en cada fracción también
redujo drásticamente el número de especies moleculares estimadas para cada pico, y en
algunos casos ¡imitó la posibilidad incluso a un único triglicérido. La composición en
triglicéridos de cada fracción se calculó a partir del porcentaje molar de los principales
ácidos grasos en cada fracción, teniendo en cuenta que las especies más probables que se
consideraron fueron aquellas que se encontraron en porcentajes altos (normalmente
mayores a 0,0 1%, dependiendo del número de ácidos grasos encontrados en cada
fracción) y que sus NEC se incluyeron entre los limites de NEC de cada fracción
teniendo en cuenta el error estándar de las regresiones como los valores de NECrní» y
NECmáx (ecuaciones 2.35, 2.36, 2.41 y 2.42).
El los anexos 1 y II se muestran los programas desarrollados en QuickiBasic para la
estimación de la composición en triglicéridos que eluyen antes y después de los 70 mm
9,7
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respectivamente. Estos programas realizan una selección de los triglicéridos adecuados
para la estimación de entre todos los posibles. Para ello aplica las ecuaciones 2,33 y 2.39
para el cálculo del NEC de cada triglicérido, posteriormente calcula el NEC»<,, y NECO,áX
de cada fracción y selecciona los triglicéridos de NEC comprendido en el intervalo. Tras
esta pulmera selección, el programa calcula los procentajes molares en que se encuentra
cada triglicérido a partir de los datos del análisis de GC y reduce el número de
triglicéridos a los que se encuentran en %mol> 0,01.
A continuación se detallan, paso a paso, los procesos seguidos para la estimación de la
composición en triglicéridos de la grasa láctea en tres tramos del cromatograma de HPLC,
mostrando cada uno de ellos una dificultad creciente. La figura 2.3.2.2a muestra el
cromatograma de los triglicéridos indicando las zonas que se describen como ejemplos de
demostración:
A) en primer lugar, cuando fre posible, se utilizaron ¡os tiempos de retención de
triglicéridos puros para la identificación. Este es el caso más sencillo, y pudo realizarse
para la estimación de la trioleina (000). El tiempo de retención de la trioleina usada
como patrón (123,9 mm) pudo hacerse corresponder con el tiempo de retención de un
pico que aparecía durante los minutos 122 y 123, óptimamente resuelto respecto de los
anterior y posterior. No obstante, tras realizarse los análisis de las fracciones por OC y el
cálculo del NEC adecuado al tiempo de retención, la asignación quedó confirmada. El
análisis de ácidos grasos correspondió al de las fracciones 164 - 165. La tabla 2.3.2.2a
reúne los resultados obtenidos en cada paso para la asignación de la trioleina:
primeramente se exponen los resultados obtenidos en el análisis por GC en cada fracción,
seguidamente se calcula el número de triglicéridos posibles (si se considera que los
ácidos grasos se distribuyen al azar e independientemente de que tengan NEC adecuado o
no al tiempo colTespondiente), por último se ofrecen los triglicéridos resultantes tras las
limitaciones que los reducen únicamente a aquellos con NEC apropiado y en porcentajes
molares superiores a 0,0 1% (resultados ofrecidos por el programa del anexo II).
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Tabla 2.3.2.2a. Ácidos grasos mayoritarios y triglicéridos estimados en las fracciones
correspondientes a la elución de la trioleina.
N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)
164 Ca (1,1); La (0,8); M 512 000
(2,0); P (28,6); 8 (2,1); 00V
0(36,4); V (1,1); L SOL
(2,1)
165 Ca (1,3); La (1,2); M 729 000
(4,2);Pd(2,9);P 00V
(40,5); 5 (4,8); 0 SOL
(49,2); V (4,3); L (1,5)
Tabla 2.3.2.2b. Ácidos grasos mayoritarios y triglicéridos estimados en las fracciones
correspondientes a la elución de NP = 52.
N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)
Ca (0,6); La (0,4); M
(1,2); Pd (0,5); P (3,2);
5 (1,4); 0 (0,6)
Bu (17,6); Co (23,7); Cl
(12,0); Ca (25,7); La
(17,7); M (36,5); Pd
(3,4); P (53,5); Ma

















N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles TriglicéridosMayoritarios (ng Estimados
inyectados)
196 Crn:i (8,8); La (0,6); 512 SSO
C
13:o (2,9); C13;i (1,3); Pss
M (1,4); P (2,6); 5
(0,6); 0 (0,9)
197 Bu (1,1); Co (1,6); Cl 1000 PdSS
(2,0); Ca (5,8); La sso
(3,3); M (8,0); Pd (0,7);
P (16,1); 5 (7,0); 0 Pss
(1,0)
198 Bu (3,1); Co (4,0); Cl 5832
(4,0); Ca (8,9); Cmi
(2,1); La (5,4); Cuo
(8,4); M (10,5); Pd
(1,1); P (16,6); 5 (5,0);
0 (13,0); V (1,0); L
(2,1); Ci9:o (0,7); Ln
(0,9); o/cC182 (0,5);
C20:o (0,2)
199 Bu (1,0); Co (2,3); Cl 1728
(12,3); Ca (2,0); La
(2,0); M (3,4); P (5,7);
5 (2,0); 0 (3,4); L
(0,7); C190 (0,2); Ln
(0,1)
200 Bu (1,0); Co (3,5); Cl 2197 SSO
(10,1); Ca (2,9); La PSS
(5,3); M (7,8); 5 (4,6);
O (3,9); Y (0,2); L
(1,0); Cig:o (0,2); Lxi
(0,1); doCíg:2 (0,1)
201 Ca (0,3); La (0,3); M 216 SSO
(0,8); P (3,3); 5 (2,7); 0
(0,9)





N0 Fracción Ácidos Grasos Triglicéridos Posibles Triglicéridos
Mayoritarios (ng Estimados
inyectados)
203 Co (0,4); Cl (0,2); Ca 512 Sso
(1,0); La (0,4); M (0,9); Pss
P (2,6); 5 (1,7); 0(0,8)
no detectados.
Tabla 2.3.2.2c. Ácidos grasos mayoritarios y triglicéridos estimados en las fracciones
correspondientes a la elucián de NP 46.





Co (0,8); Ca (1,4); La
(2,0); M (5,3); ¡Pd
(1,0); a¡Pd (1,2); Pd
(1,8); P (5,1); Pa (1,6);
¡Ma (0,6); alMa (0,6);
Ma (0,5); 5(1,4); O
(8,3); V (0,2); L (1,7);
o/cC
182 (0,5)
Ca (1,2); La (1,0); M
(3,6); ¡Pd (0,3); WPd
(0,3); Pd (1,0); P (9,4);
Pa (1,6); 5 (1,2); 0




153 Co (0,6); Cl (1,2); Ca 2197
(1,3); La (1,8); M
(21,1); Pd (1,5); P
(15,1); Pa (2,6); 5 (1,0);









Ácidos GrasosN0 Fracción Triglicéridos Posibles TriglicéridosMayoritarios (ng
inyectados)
Estimados
154 Ca (1,8); La (2,1); C
130 4913 75
(0,5); ¡M (1,2); M
(26,9); iPd (0,4); wPd
(0,5); Pd (3,7); P
(22,5); Pa (6,2); Ma
(1,4); 5 (3,9); 0 (36,3);
Y (2,7); L (3,1); Lxi
(1,3); etcCís;2 (0,9)
155 Cl (6,8); Ca (1,2); Cíoi 729 10
(1,7); La (1,2); M (6,3);
Pd (1,2); P (4,1); 5
(0,3); 0(2,1)
156 Co (2,5); CI (0,8); Ca 6859 48
(1,5); La (11,7); M
(58,4); ¡Pd (0,6); a¡Pd
(1,3); Pd (0,9); P
(62,5); Pa (2,2); ¡Ma
(0,3); a/Ma (0,6); Ma
(0,1); 5(10,1); 0
(45,1); Y (3,4); L (6,0);
Ln (0,4); e/cC182 (2,0)
157 Cl (5,4); Ca (1,0); La 343 6
(6,9); M (29,2); P
(18,3); 5 (1,5); 0(8,8)
158 Ca (0,8); La (3,0); M 512 18
(11,8); P (10,1); Pa
(1,0); 5 (1,3); 0 (1,3);
Y (0,6)
159 Cl (2,4); Ca (0,7); La 343 6
(2,0); M (4,9); P (7,8);
5 (0,4); 0 (0,7)
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Tabla 2.3.2.2c (continuación).




160 Bu (1,8); Co (1,8); Cl 9261 66
(1,1); Ca (7,2); La
(14,5); M (46,7); ¡Pd
(3,2); aiPd (5,4); Pd
(4,8); P (75,6); Pa (1,1);
¡Ma (2,0); alMa (1,7);
Ma (1,1); 5 (22,0); 0




161 Ca (6,6); La (5,7); M 3375 70
(19,2); ¡Pd (1,4); WPd
(1,5); Pd (1,9); P
(32,8); Pa (0,4); ¡Ma
(0,7); alMa (0,7); Ma
(0,4); 5 (12,1); 0(5,2);
Y (0,8); Lxi (0,9)
162 Co (0,7); Cl (0,6); Ca 4096 82
(2,1); La (1,1); M (4,5);
iPd (0,5); a¡Pd (0,8); Pd
(2,4); P (7,8); ¡Ma
(0,3); alMa (0,4); Ma
(0,7); 5 (2,9); 0 (16,8);
Y (1,2); L (0,8)
163 Ca (0,9); La (1,4); M 2744 86
(8,4); ¡Pd (1,3); a¡Pd
(2,6); Pd (6,8); P
(17,2); ¡Ma (1,3); alMa
(1,6); Ma (1,8); 5 (3,8);
O (47,6); Y (2,2); L
<1,0)
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Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa /4oteo de nata.
La trioleina es el triglicérido que se presenta en mayor porcentaje molar, siendo el 00V
minoritario y eluyendo en la cola del anterior (el enlace trans prolonga el tiempo de
retención). Posteriormente eluye el SOL porque la acumulación de dobles enlaces en
unos ácidos (como el linoleico) y la presencia de ácidos saturados (como el pahuitico)
provoca un aumento en el tiempo de retención respecto a otros triglicéridos con igual
NEC pero con igual ND en cada ácido graso (000). La mejora de la eficacia de las
columnas de HPLC (n0 platos/m 160.369 en la columna de 15 cm, columna de 25 cm:
161.364) confinnó los resultados anteriores al aparecer tres picos donde antes existía
únicamente uno. La figura 2.3.2.2b muestra el segmento de cromatograma
correspondiente a estos triglicéridos donde se separaran los tres triglicéridos tras mejorar
la eficacia de la separación.
B) en segundo lugar se describe el desarrollo de la estimación llevada a cabo para los
triglicéridos de NP = 52. Estos triglicéridos eluyen en el cromatograma de HPLC durante
los minutos 143 a 151, tal como se muestra en la figura 2.3.2.2a, y se recogieron en las
fracciones 192 a 203. En primer lugar se analizaron los FAMEs de cada fracción por GC
y se obtuvieron las áreas resultantes tras la integración. La figura 2.3 .2.2c corresponde al
cromatograma obtenido por OC de los FAMEs de la fracción 201, recogida desde los 147
mm 20 s hasta el minuto 148. La tabla 2.3.2.2b incluye los resultados de los ácidos grasos
mayoritarios para cada fracción, el número de triglicéridos posibles y los triglicéridos
finales, resultantes de la selección llevada a cabo en función de que tengan el NEC
apropiado y que a la vez posean un %mol >0,0 1 (aplicación del programa del anexo II).
El análisis de la fracciones 194 y 195 no dio cantidades cuantificables de FAMEs; las
fracciones 198 y 199 sí las dieron, pero los tiiglicéridos posibles no estuvieron dentro del
intervalo de NEC adecuado para el tiempo de elución. Las primeras fracciones resultaron
contener un triglicérido de NP 51, el PdSS, que apareció como un pequeño pico
anterior al SSO. Se estimó que el 55V era un pequeño pico que elula posteriormente al
SSO, ya se ha citado anteriormente que los dobles enlaces rrans retardan el tiempo de





























Capitulo 2 Aplicación a la ex/moción de grasa lóclea <le naln.
esto no se pudo comtemplar a la hora del cálculo del NEC por no disponer de patrones
con este tipo de insaturación. De los picos mayoritarios de NP = 52 en el crornatograma
de HPLC, el SSO eluye antes que el PSS por poseer menor NEC. La estimación de los
cuatro triglicéridos se adecuó perfectamente a los picos que aparecieron en el
cromatograina, tal como se ve en la figura 2.3.2.2a.
C) en último lugar existía el problema de que en la identificación de algunos picos se
mostraba de fonna clara que ciertas especies podían corresponder a más de una fracción.
Teniendo en cuenta el orden de elución junto a una representación de la probabilidad de
encontrar un triglicérido especifico en una fracción específica fue posible también la
asignación de los picos. Es el caso de la asignación de los triglicéridos con NP 46, cuyo
proceso se detalla a continuación. La figura 2.3.2.2a muestra la sección de cromatograma
correspondiente a los triglicéridos con NP = 46. Este es el más complejo de los casos
presentados, ya que las fracciones son de composición muy variada en ácidos grasos, lo
que aumenta el número de especies posibles de triglicéridos. El número de especies
moleculares de triglicéridos también es mayor porque, con los ácidos grasos descritos,
son mayores las combinaciones posibles que posean 45 < NEC =46. Los tiempos de
retención de estos triglicéridos se sitúan entre los 116 y 122 mlii, que corresponde con las
fracciones 151 a 163. El cromatograma de la figura 2.3.2.2d se corresponde con la
composición en ácidos grasos de la fracción 154, en él aparece un mayor número de
ácidos grasos diferentes y en mayor cantidad que en el cromatograma de la fracción 201
(figura 2.3.2.2c). La tabla 2.3.2.2c, tal como las tablas anteriores, muestra los resultados
obtenidos en ácidos grasos mayoritarios, triglicéridos totales posibles y triglicéridos
finales resultantes de la estimación en cada una de las fracciones. El número de
triglicéridos resultantes tras una primera estimación fue muy elevado, por lo que hubo
que reducir este número por medio de aumentar e] %mol mínimo permitido 0,1%. La



























Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.
Tabla 2.3.2.2d. Triglicéridos finales con NP = 46 en cada fracción para la estimación y
su NEC correspondiente.
N0 Fracción Triglicérido (NEC)
151 LOO (45,41), POL (45,56), MOO (45,71), PPaO (45,71), MOV (45,71),
PPL (45,71), MSL (45,71), MPO (45,85), MPY (45,85), LaSO (45,85),
MPP (46), MMS (46), LaPS (46)
152 LOO, SLL (45,41), POL, MOO, PPaO, PPL, MSL, MPO, LaSO, MPP,
MMS, LaPS
153 LOO, POL, MOO, PPaO, MOY, PPL, MSL, MPO, MPY, LaSO, MPP,
MMS
154 LOO, POL, PSLn (45,56), MOO, PPaO, MOV, PPL, MSL, MPO, MPV,
LaSO, MPP, MMS, LaPS
155 MOO, MPO, MPP
156 LOO, POL, MOO, PPaO, MOY, PPL, MSL, MPO, MPV, LaSO, MPP,
MMS, LaPS
157 MOO, MPO, LaSO, MPP, MMS, LaPS
158 MOO, PPaO, MOY, MPO, MPY, LaSO, MPP, MMS, LaPS
159 MOO, MPO, MPP, MMS, LaPS
160 POL, MOO, PPaO, MOY, PPL, MPO, MPY, LaSO, MPP, MMS, LaPS
161 PSLn, MOO, MPO, MPY, LaSO, MPP, MMS, LaPS, CaSS (46)
162 LOO, POL, MOO, MOY, PPL, MSL, MPO, MPY, LaSO, MPP, MMS,
LaPS, CaSS
163 LOO, POL, MOO, MOY, PPL, MPO, MPV, LaSO, MPP, MMS, LaPS
La figura 2.3.2.2 (e y 1) muestran una representación de la probabilidad de encontrar los
16 triglicéridos de NP = 46 resultantes, realizada a partir de los %mol obtenidos para
cada una de las especies moleculares en cada fracción. Esta figura muestra que puede
existir más de un máximo para cada triglicérido. La asignación se realizó siguiendo un
orden creciente de NEC. Sin embargo, existen especies con igual NEC, por lo que la
asignación realizó en base a los porcentajes molares y a criterios de elución que no
pudieron valerse de un desarrollo matemático. Un segundo análisis realizado en columnas
con la eficacia mejorada demostró que el número de triglicéridos estimados se adecuaba






Capitulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.
se correspondió el valor de área de cada pico con el %mol aproximado de cada
triglicérido. El tratamiento de desconvolución de los picos (mediante el programa
PeakFit, Jandel Scientific) contribuyó a la confirmación de la existencia de los
triglicéridos estimados y a proporcionamos las áreas corregidas. El resultado obtenido
tras la ordenación de los triglicéridos según su tiempo de retención, la asignación de cada
uno de ellos a un pico del cromatograma y la representación del trazado de las gaussianas
por la desconvolución de los picos se muestra en la figura 2.3.2.2g. Se observó que en el
primer análisis por HP.LC el número de especies (16) no se correspondía con el número
de picos debido a la baja eficacia, pero tras la mejora de ésta se obtuvo un número de
picos mayor y se observó también que algunos triglicéridos aparecían como hombros
visibles de otros picos y se pudo realizar la desconvolución de un modo más satisfactorio
y sencillo. El triglicérido que primero eluye es el LOO, su NEC es el menor (45,41) y
todos sus ácidos grasos son insaturados, por lo que adelantan su elución respecto a otros
triglicéridos con igual NEC pero con un ácido saturado (SLL). El POL eluye antes que el
PSLn por la misma razón, y son el tercero y cuarto en eluir, respectivamente, por tener en
NEC mayor a los anteriores (45,56). En tercer lugar eluyen los triglicéridos de NEC =
45,71: MOO, PPaO, MOY, PPL y MSL por este orden, según las razones antes dichas.
Se asigné la elución del PPaO antes que el MOV por tener el máximo %mol en un tiempo
anterior. El MOV eluye posteriormente al MOO por la retención que provoca el enlace
írans, además de que lo corrobora la distribución de los porcentajes molares de cada uno.
Estas mismas explicaciones son las que ordenan la elución de los triglicérdos de NEC =
45,85 y que es, respectivamente: MPO, MPY y LaSO; además, el LaSO posee el mayor
tiempo de retención debido a que los ácidos grasos saturados de mayor NC contribuyen
en modo más marcado a aumentar los tiempos de retención que los ácidos grasos
saturados de menor NC contribuyen a reducirlo. El orden asignado a los triglicéridos
saturados (NEC = 46) es el siguiente: MPP, MMS, LaPS y CaSS. Indudablemente, el
MPP es el triglicérido mayoritario y esto se refleja claramente en los resultados de los %
molares. El último pico en eluir es el CaSS, sus dos restos de ácido esteárico provocan un
aumento en la retención muy importante; este efecto es menos patente cada vez en el
LaPS, MMS y MPP, siendo el MPP el triglicérido saturado de más pronta elución.
.21~
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CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea
Se identificaron 181 especies moleculares de triglicéridos; 79 de ellas fueron saturadas,
44 monoinsaturadas y 58 poliinsaturadas. La mayoría de las especies insaturadas
contuvieron un solo ácido graso insaturado (61), 41 contuvieron dos, y 5 tuvieron los tres
ácidos grasos insaturados. Además, se identificaron 10 tiiglicéridos de NC impar, bien
lineales, bien ramificados. Las especies estimadas quedan recogidas en la tabla 2.3.2.2e.
De las 181 especies moleculares, 151 se habían previamente citado en la bibliografía
sobre componentes de la grasa láctea por Barrón y col. (1990), Bornaz y col,, (1992) y
Myher y col. (1993). Las otras treinta especies restantes han sido descritas por primera
vez en este análisis.
Debido al hecho de que la identificación de triglicéridos se basé no solamente en la
estimación del NEC sino también en el análisis por OC de fracciones obtenidas tras una
separación por HPLC, algunas de las especies descritas previamente por otros autores no
se encontraron en este estudio. Este es el caso del estudio llevado a cabo por Bornaz y
col. (1992), que describió la identifiación de 26 especies moleculares que contenían ácido
¡inolénico. Sin embargo, nuestro estudio solamente ha permitido poner de manifiesto
nueve de ellas, ya que contenían otros ácidos grasos que se encontraron en mayores
cantidades. El resto de especies no se ha mostrado en los resultados por encontrarse en un
porcentaje menor al 0,01% del total de triglicéridos en cada fracción.
Nuestros resultados coinciden con los de Myher y col. (1993) en la identificación de
triglicéridos con ácidos grasos de cadena impar (NC = 15 y 17), tanto lineales como
ramificados; esto se debe principalmente a la mejora de los análisis de los ésteres
metilicos de ácidos grasos por OC. Inclusive, en este estudio ha sido posible la
diferenciación entre isómeros isa y an/ciso, no sólo en el análisis OC de los ácidos
grasos, sino también en la estimación de las especies moleculares de los triglicéridos. Los


















































































































































































































































= triglie¿rido; Nl. = no idenlilicado.


























CapIndo 2. Aplfroetdn chi tutUn &¡nata Mc$ea de nata.
la estimación de triglicéridos debido a las bojas cant¡dsdes en que se encontraron en el
contenido total de la grasa láctea.
Igualmente al estudio de Barrón y col (1990). se tuvo en cuenta cl ácido trans-vacc¿nico
por encontrarse en un 1,36% en cl análisis de ácidos grasas en la fi-acción triglicérica
total. Sin embargo, hay que resaltar que en el estudio antes mencionada solamente se
describen 116 especies moleculares de triglicé¡idos, en lugar dc las 185 de nuestro
estudio, debido a que tan solo consideraron 14 ácidos rasas para la realización de los
cálculos de los triglícéndos a causa de la menor sensibilidad de su análisis por OC.
2..?. 4- ComparacIón de la composición en olgllcdrldn de la grasa de leche de
oveja, cabra y vaco.
La figura 2.3.4a reúne los cromatogramas de uiglicéridos dc leche de yuca, oveja y cabra
y como se puede observar, las diferencias son solamente cuantitativas Expresados en
porcentajes de área, los resultados son los recogidos en la tabla 2.3.4. La figura 2.3.4b
mt,íestras los resultados reFerentes al NEC y también al grado de saturación de los
triglicéridos.
de yuca, oveja yTabla 2.3.4. Áreas (%) de los triglicáridos de la grasa de leche





34 < NEC S 40
25.16
32,84
La leche de vaca es la que pasee la mayor proporción de triglicéndos de NEC > 40,
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Capitulo 2 Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata
oveja es la más enriquecida en triglicéridos de NEC =40, delante de la de cabra y la de
vaca, por este orden. En cualquiera de las tres especies, la grasa láctea posee mayor
proporción de triglicéridos de NEC > 40 que del resto de triglicéridos, la menor
proporción de triglicéridos está cuando éstos son de NEC =34, también para las tres
especies animales. Estas diferencias entre las proporciones de triglicéridos según su NEC
son más patentes para la leche de vaca y menores para la leche de cabra y oveja
respectivamente; en esta última existe una mayor equiparación de las proporciones de
triglicéridos en función de sus NEC.
Los triglicéridos saturados son los mayoritarios en la grasa láctea de las tres especies
animales. Entre las leches de las tres especies, es la de vaca la que posee una menor
proporción respecto a la de cabra y oveja, siendo entre estas dos últimas la proporción
muy semejante. Los triglicéridos monoinsaturados se encuentran en mayor proporción en
la leche de vaca, teniendo la leche de oveja valores menores pero cercanos; la leche de
cabra posee la menor proporción de estos triglicéridos. Los triglicéridos poliinsaturados
están en la leche de cabra en la mayor proporción (siendo incluso mayor a la de
triglicéridos monoinsaturados), con un porcentaje ligeramente menor en la leche de vaca;
la leche de oveja es la que menos proporción de triglicéridos poliinsaturados posee. En
las leche de vaca y oveja, existen más cantidad de triglicéridos monoinsaturados que
pollinsaturados, al contrario de lo que ocurre en la leche de cabra.
Estos resultados pueden explicarse basándose en la composición en ácidos grasos de la
grasa láctea de estas especies (Ramos y Juárez, 1986). La leche de oveja es más rica en
ácidos grasos de cadena corta (NC =8) y poliinsaturados, y la leche de vaca lo es en
ácidos grasos saturados de cadena larga (NC =16). Se confirmó que la leche de vaca
poseía la mayor cantidad de triglicéridos insaturados, debido a la mayor cantidad de ácido
oleico; mientras que las cantidades fueron inferiores en leche de oveja y cabra, aunque
semejantes entre ellas (55,31, 51,12 y 5 1,13%, respectivamente).
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CapItulo 2. Aplicación a la extracción de grasa láctea de nata.
En la figura 2.3,4c se muestran los porcentajes de triglicéridos en función de su NEC,
según sean de leche de vaca, oveja y cabra, y de acuerdo a su grado de saturación. La
leche de vaca posee el mayor porcentaje de triglicéridos de NEC> 40 poliinsaturada, sin
embargo, la leche de cabra es la más rica en triglicéridos de 34 < NEC =40
poliinsaturada. Estos resultados están en concordancia con las cantidades relativas de
ácidos grasos de cadena corta, media (8 < NC =12) y larga y sus diferentes
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APLICACIÓN DE LA EXTRACCIÓN CON DIÓX[DO DE CARBONO
SUPERCRITICO A LA MODIFICACIÓN DE GRASA LÁCTEA EN NATA
2.4- MATERIALES Y MÉTODOS
24.1- PreparacIón de la muestra
Se utilizó leche cruda de oveja proporcionada por Queserías Campo Real en Campo Real,
(Madrid).
La obtención de la nata a partir de la leche se realizó según los métodos detallados en el
apartado 2.2.1
2.4.2- ¡1)escrlpción del equipo de extracción
Las extracciones se llevaron a cabo utilizando un extractor de fluidos supereriticos
semípreparativo LDC Analytical que fue modificado previamente en el laboratorio
(Hierro, 1994). La figura 2.4.2 muestra un díagrama de este equipo de extracción.
El dióxido de carbono liquido es impulsado por medio de una bomba de velocidad
variable cuya cabeza se encuentra enfriada a ‘11 0C mediante un baño criogtnico para
mantener el CO
2 en estado líquido. El CC)2 a la salida de la bomba se calienta
previamente a la entrada al interior de la celda de extracción (55 mL de capacidad). Esta
celda de extracción posee una camisa calefactora controlada mediante una sonda
termopar.
El CO2 supercrítico. que contiene el extracto lipídico, es despresurizado tras la salida de
la celda a su paso por un restrictor variable, la despresurización causa el cambio a CO2
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atmosférica. Se evitaba la formación de nieve carbónica en el restrictor calentándolo con
tina resistencia.
Las extracciones se realizan en modo dinámico, controlándose el volumen de CO2 y flujo
para que se mantengan constantes. Las extracciones se realizaron por duplicado.
Se utilizaron 10 g de nata por extracción. La cantidad de grasa extraida se obtuvo por
pesada del extracto. La cantidad de nata residual se obtuvo por diferencia entre la inicial
y el extracto. Posteriormente se realizaron los análisis por HPLC de colesterol y
triglic¿iidos de la nata antes y después de su tratamiento con CO2 supercrítico. También
se calculó la humedad de Las natas antes y después de su tratamiento.
2.4,3- Optimización delflujo de CO2 supercrlflco
Este estudio junto con el de la optimización del volumen de CO2 se realizaron con leche
de oveja anteriormente estudiada en el punto 2.2.1, cuyo contenido en colesterol de la
nata fue de 2,2 mg /g.
El flujo óptimo de CO2 se cakuló en base a conseguir un mayor rendimiento de la
extracción de colesterol. El control se hizo variando el recorrido del émbolo de la bomba
para conseguir flujos entre 0,50 y 3 lJmin medidos a presión atmosférica.
Las extracciones se realizaron a 21,4 MPa y 40
0C, condiciones adecuadas para la
extracción de colesterol. El volumen de CO
2 en cada extracción fue de 400 L.
Posteriormente se realizaron los análisis de colesterol por HPLC.
1
¡24
CapItulo 2, Aplicación a la extracción de grasa láctea de nal«
2.4.4- Optimización del volumen de CO2 supercr(tko
Se calculó el volumen necesario para extraer un máximo de colesterol. Las condiciones
de extracción fueron de 17,9 MPa y 40
0C manteniendo el flujo óptimo obtenido
previamente.
Se estudiaron volúmenes de CO
2 de 100 a 700 L medidos a presión atmosférica.
Posteriormente se analizó por HPLC el colesterol extraído.
2.4.5- Determinación de la grasa de la nata
La grasa de la nata previamente a la extracción con CO2 se determinó por extracción
sólido-líquido, utilizando 75 mL de una mezcla de cloroformohnetanol (2:1) en un
Soxhlet durante 1 h para extraer la grasa contenida en 1 g de nata, Después se evaporó el
disolvente en atmósfera de N2 y se determinó la grasa gravimétricamente por pesada del
residuo.
Tras la extracción con CO2 supercrítico, el peso del extracto correspondía al de la grasa
extraída.
2.4.6- Medida de la humedad de la nata
El agua contenida en la nata podía actuar como modificador en la extracción de la grasa;
es por esto que se decidió analizar la humedad de la nata original y del residuo tras la
extracción con CO2 supercrftico. Además, el agua puede ser coextraida con los
componentes lipídicos mediante un proceso de arrastre de vapor, por lo que su contenido
en la nata tratada podría variar con las condiciones de extraccion.
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La medida de la humedad de la nata se realizó a partir de 400 mg de muestra siguiendo el
método oficial de la AOAC (1990), en estufa a 100 0C. Se calculó la humedad en
porcentaje por diferencia con el peso al cabo de ¡ h.
2.4. 7- ¿lndlistv de colesterol por cromatografio líquida de alta eficacia
2,4.7.1- Obtención dc la fracción insaDonificable de la nata
La separación de la fracción insaponificable de la grasa de la nata es necesaria para el
análisis de colesterol por HPLC, puesto que los componentes mayoritarios, tos
triglicéridos, interfieren en el análisis (Hurst y col., 1983).
A 1 g de nata (tratada o no con CO
2 supercrítico) se le añaden 50 mL de KOH metanólica
2N preparada en el día. En ese momento también se añaden 400 .tL de estigmasterol
(patrón interno) de una solución de 2,5 mg/mL de hexano para conseguir una
concentración de 1 mg/g nata. Esta mezcla se pone a calentar a reflujo durante 30 njin.
La solución restante se lleva a un embudo de decantación, y el matraz se lava con das
porciones de 25 mL de agua destilada que también se llevan al embudo. Se afladen 10 mi
de una solución de NaCí al 10% para facilitar la separación de las fases y se extrae con
dos porciones de lOO tuL de éter etílico/éter de petróleo (1:1). Se recogen las fases
etéreas y se llevan a sequedad con un rotavapor a 30
0C. Después, esta fracción se
redisuelve en 5 mL de éter de petróleo, se pasa por un filtro de 0,2 gm y se inyectan 20
en el HPLC.
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2.4.7.2- Análisis de colesterol por ¡{PLC
El sistema croniatográfico utilizado consistió en una bomba modelo 6000A (Waters
Assoc.), un inyector Rheodyne modelo 7125 con un bucle de carga de 20 ¡iL, un horno
para la columna (Kariba Instruments) y un detector ultravioleta de longitud de onda
vajiable 3100X (LDC Analytical), conectados a un sistema de adquisición dc datos
System GoId (Beckman) a través de una interfase modelo 406 (Beckman). Se utilizó una
columna Spherisorb ODS-2 (Phase Separations) dc 5 pm de diámetro de parifeula y 4,6
mm x 20 cm de tamaño mantenida a una temperatura constante de 45 0C.
Los análisis de realizaron en condiciones isocráticas a un flujo de 2 mL/mm y detección
en Uy a 205 nm. La fase móvil fue hexano/isopropanol en la proporción 99,9:0,1.
24.8- Andilsis de triglictEridospor cromatografía líquida de alta eficacia
La extracción de los triglicéridos de la grasa de la nata (tanto tratada con CO
2 supercrftico
corno no) y su posterior análisis por HPLC se realizaron según se detalla en los apanados
2.2.1 y 2.2.2 respectivamente.
2.4.9- Efecto de la presión y la temperatura en la extracción de grasa de nata sin
y con adición de bolas de vidrio
Los lO g de nata se sometieron a la extracción con CO2 supercrftico con las siguientes
condiciones de presión y temperatura:
- temperaturas de 40, 50 y 60
0C.
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El volumen de CO2 de cada extracción fue de 350 L y el flujo medido a presión
atmosférica de 1,5-2 L/min. Las extracciones se realizaron en cada condición por
duplicado.
Posteriormente, y a la vista de los resultados, se realizó una segunda serie de duplicados
afladiendo 100 bolitas de vidrio de 4 mm de diámetro como dispersantes de la nata para
aumentar la superficie de contacto con el CO2 y evitar la formación de canales
preferenciales.
2.5- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
2.5.1- Optimización delflujo de CO2 supercrftlco
La variación de la potencia de la bomba entre porcentajes del 30 y 100% del recorrido
total del émbolo proporcionaron flujos comprendidos entre los 0,4 y 3 L/min, medidos a
presión atmosférica. La figura 2.5.1 muestra la variación de la cantidad de colesterol
extraído respecto a la variación del flujo proporcionado por la bomba. Como se puede
observar se alcanza un máximo de colesterol extraído a flujos comprendidos entre 1,5 y
2,2 L/min, siendo los valores mayores obtenidos en los análisis de 1,65 y 1,75 mg/g nata.
Se concluyó que la mayor extracción de colesterol se producía consiguiendo flujos de
CO2 entre 1,5 y 2 L/min. FLujos inferiores producían extracciones menores de colesterol
debido a la lenta renovación de CO2 y su consiguiente mayor grado de saturación de
colesterol, a 0,48 Llmin se produjo la menor extracción con 0,42 mg colesterol extraido/g
nata. Flujos superiores a 2 L/min eran demasiado altos para un buen intercambio de
colesterol entre la nata y el CO2, la extracción descendió hasta 1,10 mg/g con el flujo de
2,94 L/¡nin.
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2.5.2- Optimización del volumen de CO2 supereritico
Se observó que, en las condiciones estudiadas, la extracción de colesterol aumentaba
conforme lo hacía el volumen de CO2 hasta llegar a los 600 L (figura 2.5.2). A partir de
este volumen la extracción de colesterol llega a un máximo, tras el que un aumento de
volumen no produce una mayor cantidad de colesterol extraída, siendo este máximo de
0,96 mg/g nata.
Se eligió realizar las siguientes extracciones con volúmenes de 350 L de CO2. Volúmenes
superiores alargan excesivamente la duración de la extracción (más de 4 h), no siendo
viable la realización del estudio planteado. Además, tiempos prolongados de extracción
conducen a la extracción máxima de todos los compuestos de la grasa láctea, siendo la
extracción selectiva de colesterol menor respecto a la de los triglicéridos. Estas
conclusiones se vieron corroboradas por los resultados posteriores de extracción de grasa
total, colesterol y la selectividad conseguida (apartados 2.5.3, 2.5.5 y 2.5,7).
Así pues, las siguientes extracciones se realizaron con un flujo de 1,5-2 L C02/min
consumiendo 350 L.
2.5.3- Efecto en la atracción de grasa
La muestra de nata de la que se partió tenía un contenido en grasa del 69%.
En las tabla 2.5.3 a y b se indican las masas de extracto obtenidas para cada condición de
presión y temperatura y para extracciones realizadas sin y con presencia de bolas de
vidrio respectivamente. También se indica la solubilidad de la grasa en cada extracción
expresada como mg grasa/L CO2. En las figuras 2.5.3 a y b se representa la cantidad de
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Tabla 2.5.3a. Masa y solubilidad de la grasa extraída sin bolas de vidrio.
Temperatura1
40 50 60
Presión2 Extracto3 Solubilidad4 Extracto Solubilidad Extracto Solubilidad
8,3 0,14 0,40 0,14 0,40 0,03 0,09
9,7 0,5 1,43 - - 0,02 0,06
14,5 2,53 7,23 0,58 ¡.66 0,29 0,83
17,2 3,47 9,91 1,59 4,54 1,48 4,23
19,3 3,62 10,34 3,57 10,20 2,12 6,06
24,1 4,41 12,60 3,77 10,77 5,79 16,54
29,0 3,62 10,34 4,95 14,14 5,97 17,06
33,8 5,18 14,80 4,64 13,26 6,07 17,34
temperatura en oc, 2 presión en MPa, 3niasa de extracto en g, 4salubiiidad expresada como mg grasa
extraida/L CO
2







































33,8 5,81 16,60 5,54
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grasa no extraída, estimada por diferencia entre el contenido de grasa de la muestra sin
tratar y la cantidad de grasa extraída.
Observando los resultados se aprecia que la solubilidad y el rendimiento de la extracción
aumentan confonne aumenta la presión en el rango estudiado de presiones y
temperaturas. El efecto de la temperatura varía dependiendo de la presión a la que se ha
realizado la extracción.
Los ensayos realizados a presiones menores a 20 MPa ofrecieron mayores valores de
solubilidad cuando la temperatura era de 40 0C, siendo semejante la solubilidad de la
grasa para las extracciones a 50 y 60 0C. Este hecho se debe a que el factor más
importante en el aumento de la solubilidad de la grasa es el aumento de la densidad del
CO
2 supereritico, que se produce al disminuir la tempratura a la que se somete el fluido.
Los resultados coinciden con los expuestos para el estudio realizado con leche en polvo
(Hierro, 1994) en condiciones semejantes y en mantequilla (Chen y col., 1992a).
Los ensayos realizados a presiones mayores de 20 MPa conducen a resultados de
solubilidad diferentes según se hayan realizado con o sin bolas de vidrio. El rendimiento
conseguido en los primeros ensayos, sin bolas de vidrio, es menor a las temperaturas de
40 y 50
0C que a 60 0C. Este comportamientO se debe a que a la mayor temperatura la
nata presenta un estado más fluido, menos compactado, facilitando la difusión del CO
2 y,
por tanto, la transferencia de masa. Los segundos ensayos, realizados con bolas de vidt’ic~
dieron lugar a rendimientos semejantes entre si y la extracción anterior a 60 0C. Fueron
los mayores rendimientos que se pudieron conseguir en todas las extracciones realizadas.
Estos resultados mostraron defmitivamente la efectividad de la adición de un soporte
sólido, como las bolas de vidrio, para conseguir una mejor dispersión de la nata, aumentar
la superficie de contacto con el CO
2 e impedir la formación de canales preferenciales,
como ocurría en la primera serie de extracciones realizadas, donde los resultados flieron
menos satisfactorios. El efecto del aumento de superficie de contacto con el CO2 coincide
con el conseguido por Snyder y col. (1984) para la obtención de aceite de soja a partir de
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grano entero, copos o harina. Estos autores no sólo resaltan la importancia de aumentar la
superficie, sino también la de impedir la compresión de la muestra con el aumento de la
presión, que daría lugar a aparición de canales preferenciales y zonas inaccesibles al
fluido. De este modo, las bolas de vidrio constituyen un soporte que aumenta la superficie
de la nata y, a la vez, es sólido, inerte y resistente a la presión.
En estas condiciones de presión mayor a 20 MPa se observó que el efecto de la densidad
sobre la solubilidad de la grasa era contrarrestado por el efecto de la presión de vapor de
los compuestos extraídos. A estas presiones el efecto del aumento de la presión de vapor
sobre la solubilidad adquiere más importancia que el efecto de la disminución de la
densidad del CO2 al aumentar la temperatura, contrariamente a como ocurrió a presiones
menores a 20 MPa. Este hecho produce que el rendimiento de la extracción a 60 y 50
0C
se iguale al conseguido a 40 0C. Shishikura y col. (1986) observaron que la extracción de
los lípidos disminuía al aumentar la presión utilizando mantequilla, mientras que la
extracción aumentaba de forma lineal en el caso de la grasa anhidra, suponiendo la
presencia de agua como la causa de las diferencias encontradas. Sin embargo, estos
resultados difieren de los obtenidos en el presente trabajo, siendo intermedios entre los de
grasa anhidra y mantequilla en el estudio antes mencionado. Los resultados distintos
pueden suponer que el signo de la emulsión es también un factor a tener en cuenta a la
hora de elegir un sustrato para la extracción. Los resultados también difieren de los
obtenidos por Yu y col. (1992) con grasa anhidra, la extracción de grasa fue siempre
menor a 60 0C que a 40 0C incluso a las más altas presiones (31 Mpa).
En la tabla 2.5.3c se indican las densidades de CO
2 supercritico que existen en las
diferentes condiciones de presión y temperatura calculadas según la modificación de
Pitzer sobre la ecuación de los gases ideales (Pitzer, 1955; Pitzer y col., 1955).
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Tabla 2.5.3c. Densidades de CO2 supercrltico en las condiciones de estudio (SP-











































Teniendo en cuenta únicamente las densidades de cada extracción en la variación de la
solubilidad de la grasa se observa que, se produce un rápido aumento de la solubilidad a
partir de 0,62 gImL para la temperatura de 60 0C, 0,69 g/mL para 50 0C y 0,78 g/mL para
40”C, siendo este aumento semejante en las tres temperaturas, aunque la solubilidad a 60
es mayor a una densidad constante debido al aumento de la presión de vapor de los
componentes del extracto, que se suma al efecto de la densidad (figura 2.5.3c). Los
resultados de Yu y col., (1992) difieren con los del presente estudio en resaltaz una
densidad tras la cual se experimentaba un rápido aumento de la densidad y que es de 0,5
g/mL para 40 oc y 0,6 para 60 0C, no observándose en el estudio influencia del aumento
de la presión de vapor al aumentar la temperaturas incluso a densidades altas.
2.5.4- Efecto sobre la humedad de la nata
El contenido de agua de la nata una vez tratada con CO
2 supercritico también es
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en parte debido a que se extrae junto con el CO2 y en parte porque la fracción grasa de Ja
nata es mucho más soluble en el fluido supercrítico, influyendo en el porcentaje de agua.
Los resultados de las medidas quedan reflejados en la gráfica 2.5.4.
La extracción por arrastre está confirmada porque a 60
0C la disminución de la humedad
esmayorquea400Cy5o0C.
A las densidades de 0,20 y 0,24 gImL existe una extracción importante de agua que hace
que los porcentajes en el residuo sean inferores a los de la nata original (28%). Esta
humedad se mantiene hasta densidades cercanas a 0,60 g/mL o desciende levemente, este
hecho puede explicarse porque, si bien hay una extracción de agua, hay una pequeña pero
progresiva disminución del contenido de grasa en la nata. Densidades superiores
producen un rápido aumento de la solubilidad de la grasa, y la nata con tan bajo
contenido en grasa da como resultado un aumento de la humedad hasta un .50%.
Los resultados se asemejan a los obtenidos por Snyder y col. (1984) a partir de soja, es
decir, que la humedad de los residuos va aumentando con la presión. La causa es la
extracción mayor de compuestos lipídicos por ser éstos más solubles en CO
2 supercrftico.
2. 5,5- Efecto sobre la extracción de colesterol
La nata de partida tenía un contenido de colesterol de 2,20 mg/g.
Los resultados de las extracciones con CO2 supercritico sobre la concentración de
colesterol resultante en las natas tratadas quedan reflejados en las tablas 2.5.5 a y b. Las
figuras 2.5.5 a y b representan el efecto de la presión y la temperatura sobre la
disminución de la concentración del colesterol, El las primeras extracciones, realizadas
sin bolas de vidrio se obtuvo un bajo rendimiento en general para todas las presiones y
temperaturas estudiadas, con excepción de las realizadas a 33,8 MPa. El contenido en
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Tabla 2.5.Sa. Concentración de colesterol en la nata sin bolas de vidrio tras el
tratamiento con CO2 supereritico.
Presión (MPs)






9,7 2,42 2,01 2,37
14,5 2,04 1.95 1,68
l7,2 1,93 1,98 1,54
19,3 1,77 1,70 1,40
24,1 1,70 1,69 1,50
29,0 1,64 1,74 ¡.43
33,8 - 0,76 0,86
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colesterol tras el tratamiento a 9,7 MPa es superior o igual al de 8,3 MPa en las tres
temperaturas, pudiéndose explicar por haber una menor cantidad de agua en la nata. Se
observa que a presiones entre 14,5 y 29,0 MPa el aumento en la extracción de colesterol
es casi inexistente, pero a 33,9 MPa hay un brusco aumento en el que se extrae el 65%
del colesterol de la nata de partida. La solubilidad del colesterol es generalmente mayor a
60 “C que a las otras temperaturas por el efecto del aumento de la presión de vapor ya
comentado anteriormente.
En el caso de las extracciones realizadas con bolas de vidrio se puede observar que el
rendimiento de la extracción de colesterol aumenta sensiblemente en comparación con los
ensayos anteriores, sobre todo a partir de 14,5 MPa, y se mantiene para presiones
mayores. Estos resultados muestran claramente la necesidad de dispersar la nata en un
soporte sólido para aumentar el contacto entre las fases y la transferencia de masa por el
aumento de la dispersión del CO2 en la muestra a tratar. El rendimiento llega a ser de un
75%. Estos resultados mejoran otros obtenidos anteriormente por Yu y col. (1992)
utilizando grasa anhidra, mediante los que consiguió en las condiciones de mayor
extracción de colesterol (31 MPa y 40
0C) un rendimiento del 20%.
Los resultados mejoran los obtenidos por Shishilwra y col. (1986), ya que, utilizando
mantequilla, observaron una gran disminución del rendimiento en la extracción de grasa a
partir de 20 MPa y 40 0C, y un enriquecimiento en triglicéridos de cadena larga, con lo
que el rendimiento en la extracción de colesterol fue muy bajo a partir de esta presión y
los extractos se empobrecieron en colesterol. El estudio llevado a cabo con grasa anhidra
proporcionó un mejor rendimiento en la extracción de grasa y de colesterol, con lo que la
selectividad conseguida fue baja. En el presente trabajo se obtuvieron residuos con
niveles intermedios de grasa y de colesterol.
El efecto de la densidad del CO
2 y la temperatura de tratamiento se representa en las
figuras 2.5.5 c y d (sin y con presencia de bolas de vidrio respectivamente). En ambos
casos se aprecia que los tratamientos a 60
0C son siempre los que producen una mayor
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solubilidad del colesterol en el fluido supercrftico (excepto a 0,20 y 0,27 g/mL y 60 0C en
las extracciones sin bolas). De esta forma se destaca que, si bien la densidad es un factor
a considerar, la temperatura es un factor determinante para la extracción de colesterol. De
hecho, el mayor rendimiento se alcanza ya a 60 0C con una densidad (0,67 g/mL) menor
que a 50 0C (0,75 g/mL), y aún menor que a 40 0C (0,82 g/mL). Este comportamiento es
semejante al que se produce en el caso de la extracción de la fracción grasa total
(apartado 2.5.3).
2. £6- Efecto sobre la extracción de triglicéridos
Los extractos obtenidos se consideraron compuestos por triglicéridos casi en su totalidad.
De esta forma se puede considerar la variación de la cantidad de extracto obtenido como
la variación en la extracción de triglicéridos. Tras los análisis por HPLC de los
triglicéridos no extraídos, se calcularon las cantidades relativas de triglicéridos
atendiendo a:
- NEC =34 (triglicéridos de cadena corta e insaturados de cadena media o larga),
- 34 <NEC=40 (triglicéridos de cadena media e insaturados de cadena larga),
- NEC > 40 (triglicéridos de cadena larga, sean saturados o insaturados).
Aparte de las diferencias ya discutidas en el apartado 2.5.3 sobre el rendimiento de la
extracción entre las realizadas sin o con bolas no se encontraron otras diferencias. Las
cantidades relativas de triglicéridos de distinto NEC y grado de saturación fueron las
mismas para las extracciones sin y con bolas para cada condición de presión y
temperatura.
En la tabla 2.5.6 se muestran las cantidades relativas de triglicéridos según su NEC,
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de presiones menor y mayor (8,3 y 33,4 MPa) tienen una composición similar a la
fracción triglicérica de la nata de partida (24,53% NEC =34; 38,93% 34 <NEC =40;
NEC > 40)con la única diferencia de la masa de extracto total obtenida. Únicamente a
presiones intermedias se consigue mejorar la selectividad de la extracción, al aumentar la
extracción de triglicéridos de NEC =40 y disminuir la de los de NEC> 40. La máxima
selectividad de la extracción se consigue a 17,2, 19,3 y 24,1 MPa a las temperaturas de
40, 50 y 60 0C respectivamente. mejorándose la selectividad conseguida al aumentar la
temperatura. Estos resultados nos indican claramente la influencia positiva de la
temperatura en el aumento de la solubilidad de triglicéridos con menor punto de fusión
(insaturados y de cadena corta y media) por aumento de su presión de vapor; si bien, con
las presiones más elevadas mejora la extracción de los triglicéridos de mayor punto de
fusión. Las figuras 2,5.6a y b representan respectivamente el crornatograma de
triglicéridos de la nata de partida o control y tras el tratamiento a 24,1 MPa y 60 0C.
En la gráfica 2.5.6c puede verse la influencia de la densidad en la selectividad de la
extracción de los distintos tipos de triglicéridos. Existe una densidad (0,8 g/mL) alrededor
de la cual se alcanza un máximo en la selectividad de la extracción de triglicéridos con
NEC <40 independientemente de la temperatura de tratamiento, aunque ésta contribuye
a mejorar esta selectividad según se ha comentado anteriormente. A densidades menores
o mayores se pierde la selectividad por aumento de la extracción de triglicéridos con
NEC > 40.
Estos resultados difieren en parte con los obtenidos en investigaciones anteriores de grasa
láctea realizada por otros autores. Chen y col. (1992a), estudiando la grasa láctea anhidra,
obtienen resultados semejantes en lo referido a la variación de la solubilidad de los
triglicéridos totales respecto a la presión y temperatura, observando que la extracc¡ón
mejoraba al aumentar la presión y disminuir la temperatura, excepto a presiones altas, en
las que la temperatura producía poca influencia, explicándose este comportamiento por el
balance entre el efecto de la densidad del CO
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Figura 2.5.6a: trigllcérldos de la nata control, b: trigílcérldos de nata
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triglicéridos. Shukla y col. (1994) realizaron un tratamiento a 40 0C y 24,1 MPa
utilizando grasa anhidra, obteniendo un extracto rico en triglicéridos de alto NC y ND, lo
que difiere con los resultados de esta investigación (aumento de la extracción de
tríglicéridos de NEC =40), si bien existen triglicéridos insaturados de alto NC con NEC
=40. Las diferencias encontradas pueden ser debidas a que la nata contiene agua y
además es una emulsión de signo O/A.
2.5. 7- Selectividad del CO
2 supererítico en la extracción de colesterol
Majewski y col. (1994) definieron el coeficiente de selectividad del CO2 supercrítico para
la extracción de colesterol basándose en la coextracción del colesterol y los triglicéridos.
El colesterol, teóricamente menos soluble en el CO2 supercritico que los triglicéridos,
posee una alta afinidad por los triglicéridos de cadena corta y media. Refiriéndose a la
concentración de colesterol y ácidos grasos en los sustratos antes y tras su tratamiento,
definieron el coeficiente de selectividad de la siguiente manera:
re/acion colesterol ¡ acídos grasos NC < 14 en controlSelectividad = ¡ ¡// NC ~ ~, (2.43)
Los ácidos grasos de menos de 14 átomos de carbono son los de cadena corta y media.
Del mismo modo se pueden realizar los cálculos con triglicéridos de NEC < 42,
constituyéndose la ecuación de la manera indicada:
relacion colesterol / trigliceridos NEC < 42 en controlSelectividad =
relacion colesterol / trigliceridos NEC c 42 en residuo (2.44)
La figura 2.5.7 representa los resultados obtenidos del cálculo de la selectividad. La
mejor selectividad se produce a 60 0C cuando la densidad es menor a 0,7 g/mL, es decir,
la selectividad mejora si se reduce la densidad. La selectividad empeora con la
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disminución de temperatura y los máximos se consiguen a densidades de 0,8 y 0,9 g/mL
para 50 y 40 0C respectivamente. Los resultados coinciden con los de Majewski y col.
(1994) sobre los estudios con grasa láctea anhidra en que ¡a presión adecuada para
conseguir la mejor selectividad a 60 0C está entre 15 y 17,5 MPa. Los resultados difieren
en que en su estudio la selectividad es mejor a 50 que a 60 0C, pero señalan que no es
cierto que estos resultados puedan ser fiables totalmente. Los resultados también
concuerdan con los de Yu y col. (1992), donde la mayor selectividad se consiguió a
presiones menores de 15 MPa cuando la temperatura fue de 60 0C (la densidad era menor
de 0,6 g/rnL); la disminución de temperatura hasta los 40 0C produjo que la selectividad
alcanzada fuera menor que a 60 0C, si bien el máximo también se alcanzó en el mismo
intervalo de presiones (la densidad fue menor de 0,8 gImL), al contrario que lo obtenido
por lvlajewski y col. (1994) en el mismo sustrato.
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ANÁLISIS POR ESPECTROMETRIA DE ‘3C-RMN
2.6- MATERIALES Y MÉTODOS
2.6.1- Preparación de la muestray extracción de grasa de nata
La nata, de leche cruda de oveja procedente del Complejo Agropecuario Comunidad de
Madrid en Aranjuez, se obtuvo del mismo modo a la del apartado 2.2.1.
Las extracciones se realizaron en modo dinámico con un volumen de CO
2 de 360 L en las
siguientes condiciones:
presiones de 13,8, 17,2, 20,7 y 24,1 MPa,
temperaturas de 40 y 60
0C.
2.6.2- Análisis de los extractos mediante espectrometria de resonancia
magnética nuclear del “C
Se pesaron 100 mg de los extractos obtenidos y se disolvieron en cloroformo para su
filtración en papel 1 PS (Whatman). Posteriormente se evaporó el disolvente mediante una
corriente de N
2 y el extracto seco se redisolvió en cloroformo deuteraclo para su análisis.
El equipo utilizado fue un Varian XL-300 de 75 MHz en
13C. Los valores de los
desplazamientos químicos se expresaron un unidades 5 (ppnú. Los espectros se realizaron
por triplicado.
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2.7- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
2. 7. 1- Análisis de los extractos mediante resonancia magnética nuclear del ‘3C
El espectro obtenido a partir de la grasa láctea antes de los tratamientos se encuentra
representado en la figura 2.7,la, Las figuras 2.7.lb, c y d son ampliaciones de las
regiones carbonílica, olefinica y saturada respectivamente. Se observa la baja sensibilidad
de la técnica espectroscópica ya que solamente es posible la detección de los compuestos
mayoritarios, en este caso los triglicéridos. No fue posible la detección de colesterol.
Sin embargo, pudo realizarse un análisis de distribución posicional de los ácidos grasos
que componen los triglicéridos, detectándose ácidos grasos de cadena corta unidos
únicamente en la posición a (o a’) En la tabla 2.7.1 se detallan los desplazamientos
químicos colTeSpOndientes a cada señal y el grupo funcional que se ha asignado.
Tabla 2.7.1. Desplazamientos quimicos y grupos funcionales asignados tras el análisis
por 13C-RMN de los triglicéridos de la grasa láctea de oveja.
5 (ppm) Carbono correspondiente
173,220 Cía a.g. saturados
173,185 Cl cza.g. insaturados
173,018 Clcz(Bu)
172,820 Cl~ a.g. saturados

















3 5,943 C2a (Bu)
34,242 C2ji
34,073 C2a
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tabla 2.7. 1 (continuación)







Los datos obtenidos permiten la cuantificación de los ácidos grasos de cadena corta de
forma separada del resto de ácidos grasos; esto mismo es posible con los ácidos grasos
poliinaturados. También es posible cuantificar los ácidos grasos (ram separadamente de
los cis.
Se calculó un número de carbonos medio a partir de las integrales de los extractos
analizados de la fonna siguiente:
(‘CH, +CH, +CH= +NC-~ COZ] 1) x3




También se calcularon los porcentajes molares de:
- ácido butírico, a partir de m2 (C3),
- ácido caproico, a partir de m3,
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- acido caprílico, a partir de m3,
- carbonos trans en el total de insaturados a partir de los carbonos alílicos,
- acidos linoleico y linolénico en el total de ácidos grasos insaturados, expresado
como ácido linoleico.
Los resultados obtenidos se presentan en las figuras 2.7.1 (e - k). Se observa que, a
temperatura constante, conforme aumenta la presión hay un aumento en el número de
carbonos medio del extracto por aumento progresivo de la densidad (figura 2.7. le), lo
que se traduce en un aumento de la extracción de triglicéridos de alto peso molecular. La
disminución de la temperatura produce una mayor extracción de estos triglicéridos por
aumento de la densidad a una presión constante a partir de 17,2 MPa. Por el contrario, a
la menor presión del estudio (13,8 MPa), el aumento de la temperatura produce un
aumento de la extracción de triglicéridos de mayor peso molecular; esto se debe a que el
aumento de la temperatura conduce a un evidente favorecimiento de la extracción por
arrastre de aquellos triglicéridos de mayor punto de fusión, estos triglicéridos son más
dificiles de extraer si la temperatura es baja (40 0C), ya que las condiciones de baja
presión del tratamiento producen una densidad baja, con poca capacidad para extraer los
triglicéridos de mayor NC únicamente por efecto de la solubilización en el fluido. A las
presiones intermedias, 17,2 y 20,7 MPa, la mayor densidad a 40 0C que a 60 0C es ya
suficiente para que se extraigan los triglicéridos de mayor peso molecular en mayores
cantidades, ya que a estas presiones pequeñas variaciones de presión conducen a grandes
variaciones de densidad. A 24, 1 MPa, la presión es tan alta que no existen apenas
diferencias de densidad entre 40 y 60 “C, el número medio de carbonos se iguala en las
dos temperaturas por verse favorecida la extracción de los triglicéridos de mayor NC con
el aumento de su presión de vapor a 60 0C.
Se observa en la figura 2.7. lf que el aumento de densidad al aumentar la presión y a
temperatura constante produce un aumento de la extracción de los triglicéridos
insaturados, excepto a la presión de 24,1 MPa, en corcondancia con el aumento -de los
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insaturados son de alto NC. La mayor densidad conseguida a 40 0C y 24,1 NIPa produce
un aumento de la extracción de triglicéridos saturados de cadena larga, por lo que la
relación i/s disminuye. A 60 0C estas variaciones son apenas apreciables.
El mayor porcentaje molar de ácido butírico (figura 2,7. lg) conseguido a mayores
temperaturas y menores presiones supone que los triglicéridos que contienen éste ácido
graso (el de menor NC) son los más fácilmente extraibles conforme las densidades
empleadas son menoresa temperatura constante, contribuyendo, además, de modo
importante el efecto del aumento de su presión de vapor al utilizar tempertaras mayores
(60 0C). A las dos presiones intermedias estudiadas se produce un descenso en la
extracción de butírico por aumento de la extacción de triglicéridos que contienen ácidos
caproico y caprílico, que se recupera en parte a 24,1 MPa. Los ácidos caproico y caprílico
se extraen en mayor proporción en condiciones intermedias de presión (17,2 y 20,7 MPa)
a 40 0C (figuras 2.7.1 h e i) contrariamente a la extracción de butírico, condiciones en las
que hay una mayor extracción de triglicéridos de cadena inedia. El efecto producido a 60
0C y 13,8 MPa es el mismo que ocurre en la variación del NC medio.
En general se observa una mayor solubilidad de triglicéridos con insaturaciones cts que
irans a presiones bajas, hecho que produce que los extractos tengan una composición
enriquecida en ácidos cts respecto al control. Este resultado puede explicarse ya que los
enlaces cis producen menores puntos de fusión que los trans en las moléculas,
favoreciendo su extracción. El aumento de la densidad al aumentar la presión produce el
efecto contrario, apareciendo extractos ricos en ácidos trans-insaturados respecto al
control. El efecto del aumento de la temperatura en el aumento de la presión de vapor de
aquellos triglicéridos menos volátiles, los que poseen enlaces Irans, es evidenciable a
presiones de 13,8 MPa, donde la densidad tan baja es poco eficaz para una buena
extracción, y a 24,1 MPa, donde la densidad a 40 y 60 0C muestra apenas diferencias.
Los ácidos grasos poíiinsaturados forman parte de triglicéridos de bajo NEC y se extraen
de forma más selectiva a las menores presiones y 60 0C en comparación con los ácidos
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grasos monoinsaturados, debido a que las menores condiciones de densidad favorecen la
extacción selectiva de aquellos triglicéridos de menor punto de fusión, como son los
PUFAs.
Los resultados que se refieren a la variación en la extracción de los triglicéridos según su
NC concuerdan con los aportados anteriormente en los trabajos realizados sobre la
composición de grasa láctea y su extracción con CO2 supercrítico, teniendo en cuenta que
los sustratos utilizados en los anteriores trabajos son mantequilla (con el signo contrario
de emulsión) y grasa anhidra. Esto mismo ocurre con los resultados que se refieren a la
extracción diferencial según sean los triglicéridos saturados o insaturados.
Los resultados referentes a la extracción de triglicéridos con insaturaciones en cts o trans
son los primeros realizados, igualmente a los que se refieren a la extracción de los ácidos
grasos de cadena corta y los PUFAs, y no han podido ser contrastados con otros
resultados de la bibliografia, ya que los estudios realizados por otros investigadores
solamente analizan las diferencias entre la extracción de triglicéridos saturados o
insaturados debido a que los métodos de análisis empleados generalmente (OC) no
distinguen entre isómeros geométricos. Por la misma razón, el resto de resultados no son
totalmente comparables, ya que la nata es un sustrato que no ha sido utilizado para la
extacción con CO2 supercrítico, la única referencia es el trabajo de Hierro (1994).
Las mayores ventajas del análisis de extractos por espectrometría de ‘3C-RtvliN han sido
la sencillez en la preparación de la muestra, la posibilidad de realizar un análisis de
mezclas complejas sin previa purificación de la muestra y la consecuentemente rápida
obtención de resultados, y que sea un método no destructivo. Por contra, inconveniente
ha sido la baja sensibilidad que impide la detección de compuestos minoritarios, como el
colesterol, que sin embargo es cuantificable por HPLC. La espectrometría de ‘3C-RIVIN
ha podido ser utilizada como complemento al análisis de triglicéridos por HPLC. Resulta
una técnica de elección para cuantificar parámetros, que para el HPLC son más
complejos de averiguar, muy útiles a la hora de establecer la influencia de las condiciones
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de extracción supercrítica (presión y temperatura) sobre la grasa láctea: influencia sobre
la extracción de los ácidos de cadena corta (separadamente butírico, caproico y caprilico),
influencia sobre la extracción de triglicéridos con distinta isomeria geométrica, y con
diferente grado de saturación. En este sentido, la RMN aporta datos novedosos sobre los
resultados de la extracción con dióxido de carbono supercritico sobre la grasa de la nata.
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Capitulo 3. AplIcación al destilado de la desodorización de aceItes vegetales.
3.1- INTRODUCCION
3.1.1- Los aceites vegetales
Los aceites vegetales son productos naturales y, como tales, contienen muchas clases de
compuestos diferentes. Los triglicéridos son los componentes mayoritarios, constituyendo
más del 95% del aceite. Sin embargo los componentes minoritarios son también de gran
importancia, tanto para evaluar la calidad del aceite, procedencia o adulteraciones
posibles como por ser de interés en la industria química, alimentaria o cosmética, como
los tocoferoles, esteroles, escualeno, etc.
3.1.2- El aceite de ojiva
El aceite de oliva es el procedente únicamente de los frutos del olivo (Oleo curopaca)
con exclusión de los aceites obtenidos por disolventes, o de orujo de aceituna refmado, o
por procedimientos de reesterificación y de toda mezcla con aceites de otra naturaleza.
Este aceite es de gran importancia económica en los paises mediterráneos,
particularmente en España.
Dentro del aceite de oliva, a nivel comercial, se distinguen varios tipos (Madrid, 1986,
C.O.J., 24-11-1995):
Aceite de oliva virgen. Aceite obtenido del fruto del olivo únicamente por procedimientos
mecánicos o por otros medios fisicos en condiciones, especialmente ténnicas, que no
produzcan la alteración del aceite, que no hayan tenido más tratamiento que el lavado, la
decantación, la centrifugación y el filtrado. No se considerará apto para el consumo
humano el aceite de oliva virgen lampante.
Aceite de oliva refinado. Aceite de oliva obtenido del aceite de oliva virgen mediante
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técnicas de refinado que no provoquen modificaciones de la estructura gliceridica inicial,
Aceite de oliva (antes aceite puro de oliva o 100% puro de oliva). Aceite constituido por
una mezcla de aceite de oliva virgen apto para el consumo en la forma en que obtiene y
de aceite de oJiva refinado.
Aceite lampante es aquel de sabor defectuoso o de acidez superior al 3%, por lo que no se
considera comestible.
Aceite de orujo de oliva refinado es el aceite obtenido por tratamiento con disolventes de
los orujos de oliva, con exclusión de los aceites obtenidos por procedimientos de
reesterificación y de toda mezcla con aceites de otra naturaleza.
3.1.3- Aceites de semillas oleaginosas
Son los aceites obtenidos de las semillas oleaginosas expresamente autorizadas de
acuerdo con las normas establecidas en la reglamentación y sometidas a refinación
completa previamente a su utilización como aceites para consumo humano (Madrid,
1986). A nivel mundial, estos aceites se consumen y producen en mayor cantidad que el
de oliva, si bien, en España no tienen tanta importancia socioeconómica.
Entre otros, podemos citar e] aceite refinado de girasol, mafz, pepita de uva, cártamo
(producidos enteramente en España), soja, cacahute, colza, algodón y mezclas de dos o
más de ellos.
Los aceites de semillas no suelen comercializarse sin refinar, porque suelen proceder de
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3.1.4- Desodorización del aceite de oliva
El aceite de oliva necesita ser refinado cuando no es de buena calidad, lo que sucede
cuando se extrae de aceitunas tratadas de forma poco adecuada. Actualmente, la cantidad
de aceite de oliva sometido a refinación ha disminuido debido a la mejora de los métodos
de recolección, almacenamiento, procesado y otros factores. Sin embargo, el aceite de
oliva que tiene que ser refinado se suele someter a varías o a todas de las operaciones
siguientes:
- eliminación de sustancias resinosas,
- neutralización de los ácidos grasos libres,
- desodorización,
- decoloración.
La desodorización es el proceso de eliminación de las sustancias responsables de los
malos olores y sabores (aldehídos y cetonas sobre todo). Este proceso se lleva a cabo a
baja presión (3-5 mm Hg) y a alta temperatura (180-250 0C). La desodorización se suele
aplicar a aceites viejos que han desarrollado malos olores por oxidación. El aceite de
oliva fresco rara vez necesita ser desodorizado. Con la desodorización se eliminan
también los residuos de plaguicidas (Kiritsakis, 1992). En los últimos años se ha
extendido mucho el uso de la llamada «refinación fisica» del aceite de oliva, que consiste
en suprimir la etapa de neutralización separando los ácidos grasos libres (con e] resto de
materias volátiles y algo de aceite neutro arrastrado) en el curso de la desodorización con
vapor de agua. Los productos arrastrados son principalmente ácidos grasos, glicéridos y
compuestos insaponificables, encontrándose estos últimos en proporción mucho más alta
que en el aceite de partida. Este hecho aumenta el interés por el estudio del subproducto
obtenido, pudiéndose revalorizar, y que, además, se produce en cantidades cada día
mayores a medida que se extiende la utilización de la refmación fisica (Martínez-Moreno
y Serra-Masía, 1980).
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El interés del destilado de la desodorización radica principalmente en la elevada
proporción de compuestos insaponificables que posee. De ellos, el escualeno es el más
abundante, seguido, en mucha menor cantidad de compuestos esterólicos, pudiéndose
utilizar el destilado como fuente de estos compuestos. El escualeno es un hidrocarburo
presente en abundancia en algunos aceites de pescado y normalmente se usa como agente
humectante o emoliente en cosmética, además de poseer interés por ser precursor en la
biosíntesis del colesterol (Bondioli y col., 1993). Una razón que ¡imita el uso del
escualeno en cosmética es la incertidumbre de su disponibilidad como resultado de
convenios de protección de los animales marinos que son su fuente primaria de
obtención. Este hecho ha aumentado el interés hacia el aprovechamiento de aceites
vegetales y, sobre todo, de los subproductos de su elaboración, ya que son relativamente
abundantes, más baratos y ricos en este compuesto. Otros compuestos presentes en el
destilado también son de interés, como el ~-sitosterol y estigínasterol, que se ha visto que
poseen actividad sinérgica hipoglucemiante (Jamaluddin y col., 1994).
La metodología analítica de los esteroles en grasas, aceites y alimentos en general se basa
normalmente en la extracción de la materia insaponificable, aislamiento de la fracción de
esteroles por cromatografia en capa fina y separación de los componentes de la fracción
por cromatografía gaseosa. Este método es el oficial según la legislación española para
esteroles en grasas y aceites (B.O.E. núm. 274, 15 de noviembre de 1985). Otros métodos
incluyen la utilización de una columna de cromatografia líquida preparativa sustituyendo
la saponificación (Worthington y Hitchcock, 1984), o se basan en el acoplamiento LC-
GC (Grob y col., 1992; Artho y col., 1993; Señoráns, 1996) o en la sustitución del
análisis mediante OC por el de HPLC utilizando detectores de varación del índice de
refracción o UV (Cortesi y col., 1977; Holen, 1985). La desventaja que presenta el uso de
los detectores de índice de refracción o ultravioleta (X entre 205 y 210 tun) en el análisis
de esteroles por HPLC es que no permiten hacer gradientes y por lo tanto es dificil
conseguir un método que permita separar mezclas de un gran numero de esteroles. Para
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aumentar la resolución sería necesario el empleo de gradiente de fase móvil. Por ello en
este apartado se estudió inicialmente la aplicación del detector de masa, utilizado ya en el
análisis de otros componentes lipídicos como los triglicéridos. Además, el detector de
masa se puede utilizar para cuantificar escualeno junto con un número amplio de
esteroles.
Los análisis de escualeno siguen los mismos métodos que los más comunes para el
análisis de la fracción esterólica, es decir, la separación mediante cromatografía de gases
tras la saponificación y la preseparación por croxuatografla en capa fina, como es el
utilizado por Bondioli y col, (1993) para el análisis de los extractos de DDO obtenidos
mediante extracción con CO2 supercrítico. Otros métodos más recientes para el análisis
en alimentos de escualeno utilizan la cromatografía de fluidos supercríticos (Staby y col.,
1994), la espectroscopia de ‘
3C-RMN (Zamora y col., 1994), y el acoplamiento LC-GC
directo (Grog y col., 1992; Artho y col., 1993; Sefioráns, 1996).
ANÁLISIS DE LOS COMPUESTOS DE LA FRACCIÓN INSAPONIFICABLE
DEL DESTILADO DE LA DESODORIZACIÓN DE ACEITES VEGETALES
MEDIANTE CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICACIA
3.2- MATERIALES Y MÉTODOS
3.2.1- Preparación de ¡a muestra
Las muestras de destilado de la desodorización de aceite de oliva y girasol provinieron
del Instituto de la Grasa (C.S.I.C., Sevilla) y se mantuvieron en congelador hasta el
momento de su uso.
A 1 g de destilado se le añaden 50 mL de KOH metanólica 2N preparada en el día. Esta
mezcla se pone a calentar a reflujo durante 30 miii. La solución restante se lleva a una
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ampolla de decantación, y el matraz se lava con dos porciones de 25 ¡nL de agua
destilada que también se llevan al embudo. Se añaden 10 mL de una solución de NaCí al
10% y se extrae con dos porciones de 100 mL de éter etílico/éter de petróleo (1:1). Se
recogen las -fases etéreas, se concentran con un rotavapor hasta un volumen aproximado
de 5 mL y se filtran con papel separador de fase Wathman 1PS para eliminar restos de
fase hidroalcohólica; posteriormente se llevan a sequedad con el rotavapor. El residuo
obtenido se redisuelve en 1 mL de acetona para el análisis de los esteroles. De la
disolución anterior se reservan 0,5 mL y se llevan con acetona a un volumen final de 5
mL para el análisis de escualeno.
3.2.2- Descripción del equipo
El sistema cromatográfico utilizado consistió en dos bombas modelo 125 (Beckman), un
inyector Rheodyne modelo 7125 con un bucle de carga de 20 gL, se utilizaron varias
columnas de acero inoxidable (para la optimización del análisis cualitativo, apartado
3.2.3.1) de 4,6 mm de di. rellenas con Spherisorb ODS-2 de tamaño de partícula variable
(Phase Separations, Syinta) en un baño de agua para el control de la temperatura. El
detector de masa fue un ACS 750/14 (Ihe Arsenal) con una temperatura en el evaporador
de 45 0C y 172 kPa de presión de aire, condiciones que se variaron para la realización del
análisis cuantitativo. El aire a presión fue proporcionado por un compresor (Air Control)
y posteriormente secado por dos trampas de agua. Se utilizaron balas de aire para
alcanzar presiones de 276 kPa en el evaporador durante el estudio del detector, ya que el
compresor solamente proporcionaba presiones máximas de 210 kPa. Los vapores
formados eran eliminados por medio de un extractor. Los datos eran adquirídos a través
de una interfase modelo 406 (Beckman) hasta un System Goid (Beckman).
La fase móvil consistió en eluciones en isocrático o gradiente de metanol, etanol o ¡so-
propanol en acetonitrilo, todos de grado HPLC (apartado 3.2.3.2). El flujo empleado fre
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de 1,5 mL/mm. Los métodos de elución de la fase móvil fueron controlados mediante el
programa System GoId (Beckman).
3.2.3- AndlisiLv cualitativo
La optimización en el análisis cualitativo se llevó a cabo para identificar los picos de las
muestras y para conseguir, en análisis de corta duración, una buena resolución entre los
compuestos que facilitara la posterior cuantificación. Para ello, se combinaron distintas
condiciones de longitud de columna y tamafio de partícula, tipo y proporción de
modificador, temperatura de la columna y elución isocrática o con gradiente de polaridad.
Posteriormente se realizó un estudio estadístico de los factores de capacidad (k’) y
resolución (R) de pares críticos.
El análisis cualitativo se llevó a cabo inyectando por triplicado soluciones metanólicas de
desmosterol, ergosterol, lanosterol, fucosterol, colesterol, estigmasterol, cainpesterol, 13-
sitosterol y escualeno (Sigma Chemical) en concentraciones de 10 mg/mL.
3.2.3.1- Elección de la columna
Para es estudio del tipo de columna se utilizaron las tres que se disponían en el
laboratorio, que presentaban tres longitudes diferentes y dos tamaños de partícula:
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3.2.3.2- Elección de la fase móvil
La fase móvil estuvo constituida por acetonitrilo y un modificador de la polaridad. El
orden de polaridad de los eluyentes a la temperatura de estudio (45 0C) fue el siguiente:
acetonitrilo > metanol> etanol> iso-propanol.
Como estimación de la polaridad del modificador se utilizó la constante dieléctrica (e)
medida a temperatura ambiente a la hora de realizar los cálculos en la obtención de los
resultados. Las constantes son las siguientes:
- acetonitrilo, E = 37,50;
- metanol, e = 32,63;
- etanol, e = 24,30;
- ¡so-propanol, e = 18,30,
En primer lugar se realizaron estudios en elución isocritica utilizando cada uno de los
modificadores en proporciones de O a 100%.
3.2.3.3- Elección del gradiente
La elección de gradiente se llevó a cabo utilizando la columna de 20 cm. Se realizaron
gradientes de metanol en acetonitrilo de:
- 1, 2, 3, 4 y 5%/mm a partir del 0%,
- 4,5%/mm a partir del 10%,
- 4%/mm a partir del 20%.
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3.2.3,4- Elección de la temperatura de la columna
Se estudió la resolución en función de la temperatura de la columna Para ello se
programó la temperatura del baño de agua a 35, 45 y 55 oc. Este estudio se realizó
utilizando la columna de 20 cm y un gradiente de metanol en acetonitrilo del 30/o/mrn,
3.2.3.5- Análisis estadístico
Los resultados sobre tiempos de retención de los patrones en cada una de las condiciones
estudiadas se utilizaron para establecer ecuaciones que relacionaran el k’ con las variables
del sistema cromatográfico. En los casos en los que aparecieron pares críticos, la
utilización únicamente de k’ para la valoración de los resultados carecía de consistencia,
por lo que se decidió tener en cuenta la anchura de los picos calculando la resolución y
establecer, así, las mejores condiciones de ehición. La decisión del cálculo de la
resolución se debió principalmente a que el acetonitrilo de la fase móvil producía un
distanciamiento de los k’, favoreciendo la separación; sin embargo, también se favorecía
la fonnación de colas en los picos, produciéndose solapamientos que podrían dificultar la
cuantificación. La resolución se calculó a partir de la anchura del pico en la base,
inidiéndose ésta de forma manual, ya que el programa informático disponible (Suitability
de System GoId) no apreciaba la formación de colas. En los casos en los que los picos
aparecieron solapados se utilizó el programa Peakfit de Jandel Scientific, versión V3. liB
para la descomposición en gaussianas y posterior medida de las anchuras. La resolución
se calculó según la ecuación:
¿Vr
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A/r la variación en los tiempos de retención del par critico 1 y 2,
Wb¡ la anchura en la base de los picos 1 y 2.
Las ecuaciones que relacionan /6 y 1? con las variables del método de separación se
obtuvieron mediante los programas iR y 9R de regresión lineal múltiple de I3MDP. El
programa 9R tiene la ventaja sobre el IR de que posee menores valores de tolerancia y
ofrece unos segundos resultados alternativos tras eliminar los puntos anómalos o hiera de
rango. Además, da los valores de error de estimación y predicción.
3.24- Análisis cuantitativo
3.2.4.1- Estudio del detector. Análisis estadístico
El detector de masa posee amplias posibilidades aplicado al análisis de compuestos
lipídicos, compuestos para los que el detector de indice de refracción y el ultravioleta no
permiten la utilización de gradientes de polaridad. En la mayoría de los casos, las razones
que conducen al uso de este detector son:
- la necesidad de utilizar gradientes de elución para poder separar los componentes
de mezclas complejas, como son algunas grasas naturales,
- las fases móviles más convenientes para estas separaciones absorben en la región
U.v,
- los compuestos a analizar absorven poco a longitudes de onda superiores a 200
¡un.
Este detector puede ser utilizado con cualquier disolvente o mezclas de éstos, siempre
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volatilicen en las condiciones del evaporador. En la figura 3.2.4.1 se muestra un esquema
del funcionamiento del detector. La fase móvil con compuestos ya separados es
nebulizada por medio de la entrada de aire a presión, que es factor determinante en el
tamaño de las gotas formadas. Esta nebulización favorece la posterior volatilización en el
evaporador, que se mantiene a una temperatura a la que se volatilice la fase móvil, pero
no los solutos. Finalmente, los compuestos a detectar quedan formando pequeñas
partículas sólidas que provocan la desviación de un haz de luz (principalmente por
reflexión y refracción, Charlesworth, 1978), la luz dispersada se detecta en un
fotomultiplicador y es directamente proporcional a la masa de soluto. Además de la
volatilidad del soluto, también influyen en la detección su estructura química y la
cantidad inyectada, ya que son otros factores que detenninan el tamaño y número de
partículas formadas en el proceso de detección.
Se ha descrito por varios investigadores que la respuesta del detector de masa no es lineal
y que además depende fuertemente de la temperatura del evaporador y, en menor medida,
de la presión del aire en el nebulizador y la cantidad inyectada (Charlesworth, 1978;
Macrae y Dick, 1981; Macrae y col., 1982; Stolyhwo y col., 1983, 1984, 1985 y 1987;
Mourey y Oppenheimer, 1984; Perrin y Prevot, 1984; Oppenheimer y Mourey, 1985;
Warner y Mounts, 1990; Hopia y col., 1992; Dreux y col., 1996). Sin embargo, a pesar de
las variaciones que se puedan producir en las respuestas, se puede asumir que, en un
rango de cantidades de soluto, el área del pico (A) se relaciona con la masa (ni) mediante
la siguiente relación exponencial:
A =anit (3.2)
donde a y x son coeficientes dependientes del tamaño de las gotas, concentración y
naturaleza del soluto, presión del evaporador y extractor, y temperatura del evaporador.
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Fotorn uIt i pl icado r
Figura 3.2.4.1. Esquema de un detector de masa
175
Capitulo 3. Aplicación al destilado de la desodorizaclón de aceites vegetales.
-I
La transformación logarítmica de la ecuación anterior, sin embargo, muestra ya una
dependencia lineal entre los logaritmos de A y m:
logA=xlogm+loga; (3.3)
Los valores de x encontrados en la bibliografía se encuentran entre 0,9 y 1,8, siendo
correctos todos ellos al entrar dentro del intervalo teórico establecido 0,66-2,0, si bien, la
respuesta será más próxima a la linealidad con valores de .x más cercanos a la unidad.
Charlesworth (1978) realiza un estudio profundo del detector y concluye que, para
concentraciones elevadas y dependiendo del resto de condiciones, la respuesta pasa de
exponencial a sigmoidal, encontrándose un pequeño intervalo intermedio de
concentraciones donde la respuesta es lineal.
En el presente trabajo se deció estudiar la temperatura del evaporador y presión del aire
para optimizar la relación área/masa según los modelos propuestos. Las temperaturas y
presiones máximas y mínimas vinieron dadas por las limitaciones del detector y
compresor, y por el aumento en exceso del nivel de mido basal.
Las condiciones estudiadas fueron las siguientes:
- se inyectaron por triplicado disoluciones de 10 y 20 ¡.tg de ergosterol, colesterol,
estigmasterol y escualeno en acetona,
- las temperaturas del evaporador estudiadas fueron de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, SOy 96 0C a una presión de 172 kPa,
- se estudiaron temperaturas de 25, 45, 60, 80 y 96 0C a las presiones de 103, 207
y276kPa.
Los resultados se procesaron mediante el programa 9R del BMDP para conseguir que las
respuestas de los distintos patrones fueran los más semejantes y elevadas posibles.
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3.2.4.2- Linealidad de la respuesta
Se inyectaron por duplicado dos disoluciones de ergosterol, colesterol, estigmasterol y
escualeno en las cantidades de 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 30 y 40 gg, y 85 pg de escualeno.
Una vez establecidas la condiciones de presión y temperatura del detector se obtuvieron
las ecuaciones que relacionaron la respuesta con la cantidad inyectada (la adecuación a la
linealidad era menos satisfactoria si los ensayos se realizaban en condiciones no
optimizadas del detector de masa). La lunealidad de Ja respuesta se calculó según el
modelo descrito en el apartado anterior. Las operaciones se realizaron mediante el
programa 9R de regresión lineal simpie del BMDP.
1W
3.2.4.3- Cálculo del factor de resnuesta
En el cálculo del factor de respuesta se decidió utilizar ergosterol como patrón interno, ya
que no se presentaba en la muestras de destilado de la desodorización de aceite de oliva
1]
ni girasol, y se resolvía bien respecto a los compuestos de interés de las muestras y otros
tcomponentes no identificados.
Se inyectaron por duplicado dos soluciones con cada una de las siguientes cantidades:
- 10 .tg de ergosterol,
- 2,5; 5; 10; 20; 30 y 40 gg de colesterol, estigmasterol y escualeno.
liJado que el análisis cuantitativo con el factor de respuesta se basa en el cálculo por
mínimos cuadrados, es decir, regresión lineal, se transformaron los parámetros en una
171
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forma logarítmica que garantiza la relación lineal simple entre la respuesta y la cantidad
inyectada:
— log4 •logC~, ; (3.4)
logAs, . IogC,
siendo:
2r1 el factor de respuesta del compuesto 1,
C, la concentración del compuesto /,
Gp¡ la concentración del patrón interno,
A, el área del compuesto /,
A~
1 el área del patrón interno.
3.2.4.4- Precisión del método
La precisión de todo el método analítico, incluido el proceso de preparación de muestra,
se estimó analizando por duplicado 5 hidrólisis de un mismo destilado de oliva,
adicionando 1 mg de ergosterol como patrón interno, y se calculó la desviación estándar
relativa.
3.3- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
3.3.1- Análisis cualitativo
3.3. 1. 1- Análisis estadístico en la elección de la columna y la fase móvil
Los resultados de k obtenidos tras la inyección de los patrones permitieron el estudio de
la variación del logk de cada uno de ellos frente al tipo de columna utilizada, tipo de
1
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modificador y porcentaje en el que se encontraba en la fase móvil. En el caso del ¡so-
propanol, no se pudo hacer el estudio con la columna de 20 cm y 3 ~Imporque las
mezclas con acetonitrilo daban presiones excesivamente altas; los mismo ocurría con el
etanol, En el caso de la columna de 7,5 cm prácticamente no hay separación con
porcaentajes superiores al 2% por lo que no se ha tenido en cuenta. Las ecuaciones
obtenidas son las siguientes:





































19 = 0,993 8;
19 = 0,9836;
19 = 0,9889;

















































logk 1,85 - O,00230%MeOH;
¡ogk’ = 1,89- O,00255’%MeOH;
logk’ = 1,91 - 0,00282’%MeOH;
logk’ = 1,95 - 0,00300%MeOH;
logk’ = 1,96- 0,00292~%MeO1q;


















































de 15 cm, 5 ¡.zm:
logk’ = 1,10- 0,00911 ~%iPrOH;















Las figuras 3.3.1. 1(a-e) son las representaciones gráficas de las ecuaciones anteriores. Se
observó que la variación del factor de capacidad en función del tipo de modificador era
)80
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Figura 3.3.1.la, Influencia de la proporción de unetausol en la variación de k.
Columna dc 7,5 cm de longitud.
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Figura 3.3.1.Ie. Influencia de In
Coluinflhl de 15 cus dc longilud.
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Figura 3.3.1.lf. Análisis de 8-sitosterol por HPLC en las siguientes
condiciones:
- colufluiia 15 cm,
- tamaño de partícula: 5 ¡im,
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más evidente en el iso-propanol, seguido del etanol y metanol respectivamente debido a
que la menor polaridad del modificador causa una elución más rápida de los solutos. En
el caso de utilizar iso-propanol, el logk descendió hasta 0,2 aproximadamente y para
todos los compuestos del estudio, para el caso de la utilización de etanol logk’ fue de
_0 4 En ambos casos la duración de los análisis es cofia, sin embargo, esto hacer
empeorar la resolución entre los compuestos eluidos. El empleo de metanol condujo a
mayores tiempos de retención que el etanol e iso-propanol para iguales procentajes en la
fase móvil; de este modo, la separación de los diferentes compuestos fue más
satisfactoria. La utilización de bajos porcentajes de modificador e, incluso, de 100% de
acetonitrilo en la fase móvil conducía a la máxima separación de los compestos
analizados, sin embargo, la resolución no era aceptable debido a que los picos
presentaban importantes colas. La figura 3.3.l.lf muestra un cromatograma de estas
características, donde se aprecia la aparición de la cola en el pico de 13-sitosterol. Al
comparar la variación del logk’ respecto a la longitud de columna (columnas de 20 y 7,5
cm) se observó que la columna de mayor longitud producía resultados más satisfactorios
que los de la de menor longitud, además de que los logk’ estaban más distanciados entre
cada compuesto. El hecho de encontrar valores de logk’mucho menores en la columna de
15 cm no se debe a la longitud sino al tamaño de partícula, observándose que la
utilización de partículas de 5 ¡xm conduce a la obtención de menores tiempos de retención
que el uso de partículas de 3 jxm. De este modo, y en una primera aproximación a los
resultados finales, se podía asegurar la conveniencia de la utilización de la columna de 20
cm de longitud, 3 gm de tamaño de partícula y metanol como modificador, para evitar al
máximo la coelución de los compuestos de la mezcla.
Posteriormente se estudió la resolución de los pares criticos, ya que se vió que algunos
picos presentaban colas con baja proporción de modificador. Se calculó la variación de la
resolución según el tipo y porcentaje de modificador en el caso de la utilización de la
columna de 15 cm y 5 gm de tamaño de partícula. La longitud de columna se estudió
para los casos de 7,5 y 20 cm, ya que poseían el mismo tamaño de partícula (3 km) y con
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metanol como modificador. Los resultados fueron los que aparecen en las figuras
3.3. 1. lg-p).
Las figuras 3.3.1.lg y h muestran cómo los mejores resultados en la resolución se
consiguen al aumentar la longitud de la columna y disminuir el porcentaje de
modificador; sin embargo, la resolución entre estigmasterol y campesterol mejora al
aumentar el porcentaje de metanol (figura 3.3.l.lj). La resolución entre fucosterol y
colesterol solamente mejora al aumentar la longitud de la columna a partir de los 12 cm
(figura 3.3.l.ly). En cuanto a lo referido al tipo de modificador, para el par critico
desmosterol-ergosterol (figura 3.3.1.1k) la máxima resolución se consiguió utilizando
etanol en un 20%, si bien, la resolución dependió poco del tipo de modificador y más del
porcentaje en que se encontraba en la fase móvil. La resolución entre el lanosterol y el
fucosterol (figura 3.3. 1.11) fue baja independientemente del tipo de modificador
empleado, incluso sin modificador. Hay que puntualizar que este estudio, el de la
resolución en función del tipo de modificador, se llevó a cabo utilizando la columna de 5
pxm de tamaño de partícula del relleno, y es fácilmente apreciable que la resolución
aumenta sensiblemente al cambiar a al tamaño de 3 Itm: la gráfica 3.3. 1. lg sobre la
resolución entre el lanosterol y fucosterol se basa en columnas de 3 iim y muestra que
para una supuesta longitud columna de 15 cm la resolución conseguida es siempre
superior a la de los resultados obtenidos en 3.3.1.11. Los resultados de la resolución entre
lanosterol-colesterol, fucosterol-colesterol y estigmasterol-caflipesterol (figuras
3.3. i. 1(m-fí) son semejantes a los obtenidos en el caso del par lanosterol-flicosterol,
observándose un ligero aumento de la resolución al aumentar la polaridad del
modificador, excepto para el par lanosterol-colesterol, aunque sus resutados muestran
valores altos de resolución. La figura 3.3.1. lo muestra cómo la resolución entre el par
critico desmosterol-ergosterol disminuye de modo apreciable al aumentar el porcentaje
del modificador, coincidiendo con los resultados aportados anteriormente (figuras
3.3.1. 1(g-i). La resolución entre el ergosterol y el lanosterol, utilizando metano! y la
colunma de 20 cm (figura 3.3.l.lp) muestra siempre valores altos, pero son los mayores
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Resolución entre desmosterol y ergosterol
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.
Los resultados muestran, en general, que, como era de esperar, se consigue una mejora de
la resolución al disminuir el tamaño de partícula del relleno, al aumentar la longitud de la
columna para aquellas de igual tamaño de partícula, y al aumentar la palaridad. Estos
resultados concluyeron que para conseguir una mejor separación de los patrones del
estudio se debía utilizar la columna de 20 cm y 3 pm de tamaño de partícula con metanol
como modificador en la fase móvil. Respecto al porcentaje de metanol hay que decir que
para los pares críticos que elidan en primer lugar la resolución mejoraba con bajos
porcentajes, sin embargo, para el par estigmasterol-campesterol (el que sufría una mayor
retención) la resolución aumentaba con el porcentaje de modificador, hecho que se
explica porque el aumento de la aunchura de los picos en la base era contrarrestado por el
empleo de más cantidad de metanol. Estas últimas conclusiones hicieron aconsejable el
empleo de gradiente de polaridad. La figura 3.3.1. lq muestra un cromatograma obtenido
utilizando la columna de 20 cm de longitud, con metanol, y las estructuras químicas de
los patrones utilizados.
3.3.1.2- Elección del gradiente
El gradiente permitió acortar el tiempo de análisis, mejorando la eficacia al estrechar los
picos sin perder resolución.
Se obtuvieron las ecuaciones correspondientes a la variación del factor de capacidad con
el porcentaje inicial de metanol y con la velocidad de gradiente:
- Desmosterol: logk = 1,850 - 0,01498-O;
logk’ 1,775 -0,00496~I;
- Ergosterol: logk’= 1,859 - 0,01487ii1;
logk’= 1,784 - 0,00485~ 1;
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donde O es el gradiente en
0/o/min,
1 es el metanol inicial en
Las figuras 3.3.1.2 a y b muestran las representaciones gráficas de las ecuaciones arriba
indicadas, Se observó que el comportamiento del escualeno frente al gradiente era
copletamente distinto al del resto de componentes, produciéndose pocas variaciones del
tiempo de retención, es decir, que el grasdiente de polaridad no parece afectar al tiempo
de elución del escualeno. Estas diferencias pueden ser debidas a la distinta estructura
molecular del escualeno respecto a los otros compuestos. De esta forma, y en el rango
estudiado, la retención relativa del escualeno mejoraba con unos compuestos a la vez que
empeoraba con otros. En el caso de haber un porcentaje inicial de metanol del 0% la
elución del escualeno se produjo entre ¡a del lanosterol y flicosterol. Si el % inicial era de
un 40% la elución del escualeno, apenas variada, se produjo en el último lugar, tras la
elución del B-sitosterol. El resto de componentes sufrió una disminución del tiempo de
retención al aumentar el gradiente, no habiendo diferencias entre ellos, con poca
afectación de la selectividad (a) en la mayoría de los casos y para ambas experiencias; la
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.
excepción fue el par lanosterol-fucosterol en el que la selectividad toma valores próximos
a 1 cuando las condiciones fueron de un 40% de metanol inicial. Los pares críticos
estudiados fueron desmosterol-ergosterol y campesterol-13-sitosterol para la obtención de
los valores de resolución, en el primero de ellos e! valor de a fue bajo en todas las
condiciones, en el segundo caso fue el ensanchamiento de los picos lo que llevó a esa
determinación. Los gradientes entre 2 y 40/dniin consiguen mayores separaciones entre el
escualeno y los esteroles lanosterol y fucosterol.
Posteriormente se procedió al estudio de la influencia de los dos factores cromatográficos
en la resolución de los pares críticos. Las figuras 3.3.1.2 e y d muestran las ecuaciones
obtenidas y sus representaciones gráficas.
La resolución entre el desmosterol y e! ergosterol (figura 3.3. l.2c) disminuye de modo
importante a medida que el porcentaje inicial de modificador aumenta y en menor medida
cuando dismunuye. Para la mejor separación de estos compuestos conviene utilizar
procentajes iniciales bajos y gradientes de 3 - 8%/mm. La mejor resolución entre el
campesterol y el B-sitosterol se consigue para porcentajes iniciales muy bajos (0 - 3 %) y
gradientes bajos; la resolución con un gradiente del 30/dmin y acetonitrilo inicial al 100%
conduce a una resolución cercana a 1.
Concluyendo: se observa que en el rango estudiado se obtenía una mejor resolución con
un bajo porcentaje inicial de metanol y gradientes medios. Así pues, se decidió que el
gradiente fuera de 3%/mm partiendo de 0% de metanol, de esta forma, también se
conseguía que el escualeno eluyera entre el lanosterol y el fucosterol consiguiéndose la
mejor separación posible del escualeno con cualquiera de los esteroles estudiados,
Respecto a los análisis de muestras de destilado de ¡a desodorización de aceites de oliva o
girasol se consiguió que escualeno eluyera en primer lugar, sin producirse solapamientos
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La figura 3.3.1.3 muestra los resultadas del cálculo de la resolución de los pares críticos
(desmosterol-Ianos¡erol, lanosterol-fucosíerol, fucostcrol-coles-terol, colesterol-
campesterol y campesterol-B-sitosterol> dependiendo de la temperatura de la columna. Se
observó que la temperatura más adecuada era la dc 45 0C, ya que la de 55 0C dismunia
los tiempos de retención con apenas variación de la anchura de Los picos, y la de 35 oc
provocaba la aparición de colas, por lo que había también pérdida de resolución. Así
pues, la temperatura de la columna durante el análisis se fijó en 45 O(2~
3.3.2- AndIlsis cuantitativo
2ALLIzA1Ihli&I5SIUdI~tieo en el estudio de la resuuesta dcl detector
La figura 3.3.2. la muestra Las áreas resultantes obtenidas tras la inyección de la solución
de patrones en la cantidad de 20 pg, siendo las condiciones de presión del detector de 172
kPa y de temperatura entre 20 y 60 0(2~ Se observa un descenso marcado de la respuesta
del ergosterol entre 20 y 45 0(2, existiendo apenas variación a partir de esta temperatura y
hasta los 60 0C. La respuesta del colesterol sube un comportamiento semejante, si bien,
no de modo tan acusado. La respuesta dcl estigmasterol desciende Ligeramente entre los
20 y 35 0C. aumentando a temperaturas superiores. La respuesta del escualeno varía de
modo completamente distinto al resto de componentes de la solución al producirse un
aumento importante entre los 20 y 40 0C, con una menor disminución a temperaturas
mayores. Las bases de estos comportainientos se encuentran, principalmente, en la
volatilidad (según Charlesworth, ¡978, en la temperatura a la que la presión de vapor es
de ¡ mm Hg. o bien, el punto de fusión en su defecto) de cada uno de los compuestos,
reunidos en la tabla 33 2 1 junto con su conespondicníe punto de fusión.
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La disminución de la respuesta que ocuire en los casos del ergosterol, colesterol y
estigmasterol en el rango de temperaturas bajas (25 - 45 oc para el ergosterol, 20 - 45 oc
para el colesterol, 20 - 35 oc para el estigmasterol) se debe a la disminución del tamaño
de las partículas sólidas en el evaporador , ya que aumenta la volatilización al aumentar la
temperatura. A temperaturas superiores (>45 0C para el ergosterol y colesterol, > 35 0C
para el estigtnasterol) se produce un aumento del tamaño de las partículas debido a la
dilatación de éstas, siendo entonces éste un factor dominante sobre la volatilización y
aumentando la cantidad de luz desviada. Este mismo último comportamiento ocurre en el
caso del escualeno entre 20 y 40 0c, es decir, el aumento del tamaño de las partículas por
la dilatación que sufren al aumentar la temperatura, por encontrarse en estado líquido a
estas temperaturas, ya que la dilatación que se produce en estado líquido es mucho más
importante que la producida en los estados sólidos. Sin embargo, a temperaturas por
encima de ésta última (40 oc) comienza a apreciarse el efecto de la volatilización,
habiendo un leve descenso de la respuesta al acercarse a temperaturas en el evaporador
cada vez mayores. Estos resultados son concordantes con los obtenidos por otros autores
y por los obtenidos mediante razonamientos empíricos (charlesworth, 1978), basándose
las explicaciones dadas en las observaciones de estos otros autores.
Una segunda experiencia, que se dedicó al estudio de la presión del nebulizador y a
ampliar el rango de temperaturas hasta los 96 oc ofreció los resultados que se muestran
en las figuras 3.3.2.1 (b-e). Se observa que las nuevas temperaturas del estudio de 80 y,
especialmente, 96 0c consiguen un gran aumento de la volatilización de todos los solutos
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Figura 3.3,2.le. Influencia de la presión y temperatura del evaporador
en la respuesta del colesterol
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Figura 3.3.2.Id. Influencia de la presión y temperatura del evaporador





















Figura 3.3.2.le. Influencia de la presión y temperatura del evaporador
en la respuesta del escualeno.
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posteriormente a la evaporación de la fase móvil, produciendo una gran disminución de la
respuesta. En el caso del escualeno, y debido a su mayor volatilidad, la respuesta es
extremadamente baja, haciéndose casi indetectable a 96 oc (figura 3.3.2. le).
El aumento de la presión a temperatura constante conduce a la formación de partículas de
menor tamaño, con la consecuente pérdida de respuesta. Charlesworth (1978) da
explicación a este último comportamiento: la diminución del tamaño de partícula supone
que la relación superficie/volumen aumenta, además de que se produce un mayor número
de partículas, por tanto, la respuesta aumentaría. Sin embargo, para panículas muy
pequeñas es muy importante el efecto de la pérdida de luz reflejada y refractada, que son
los mecanismos más importantes en el fenómeno de la dispersión de la luz, surgiendo
otros fenómenos (dispersión de Raleigh y dispersión de Mie) que producen luz dispersada
de menor intensidad. De este modo, el ergosterol, colesterol y estigmasterol, sólidos a
temperatura ambiente, presentan dos mínimos y dos máximos en los perfiles de respuesta,
el primero de ellos se produce a las menores temperaturas cuando se produce un aumento
de la temperatura del evaporador y se debe al efecto de la disminución del tamaño de
partícula estando en estado sólido, su localización varia en función del compuesto en
cuestión y de la presión utilizada. El segundo núnlino en el perfil de la respuesta se
produce a la mayor temperatura del estudio (96 0C), encontrándose la partícula en estado
líquido o semisólido. El perfil de respuesta del escualeno sitúa los mininos en las
temperaturas extremas (25 y 96 0C) independientemente de la presión de estudio y
encontrándose siempre sus partículas del la nebulización en estado líquido.
La disminución de la presión conduce a la formación de particulas de g~•~ui tamaño , con
el consiguiente aumento de la respuesta por el favorecimiento de la reflexión y refracción
como fenómenos dominantes en el proceso de dispersión de la luz y producen luz de
mayor intensidad, por eso la respuesta mayor se alcanza, a temperatura constante, a la
presión de estudio más baja (103 kPa) para cualquiera de los cuatro compuestos
estudiados (figuras 3.3.2. lb-e).
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La variación de la respuesta con la presión del nebulizador y la temperatura d
evaporador del detector de masa pudo ser estudiada mediante las ecuaciones que se hallan
en las figuras 3.3.2. 1(f-i) junto a sus representaciones gráficas y que fueron obtenidas
mediante regresión múltiple.
El comportamiento es similar entre ergosterol, colesterol y estigmasterol. Para estos
compuestos la máxima respuesta se alcanza a las menores presiones y temperaturas,
disminuyendo rápidamente a partir de los 80 0C, siendo poca la influencia de la presión a
partir de esta temperatura. El comportamiento diferente del escualeno quedó reflejado en
el cálculo de su respuesta, ya que la máxima respuesta de escualeno se consigue también
disminuyendo la presión, pero a temperaturas cercanas a 45 0C, en lugar de 25 0C; la
respuesta disminuye rápidamente a partir de 70 0C, con casi nula influencia de la presión.
Las condiciones óptimas del detector fueron 30 oc y presión de 137 kPa. De este modo
la respuesta de todos los compuestos pudo ser lo más alta posible siendo a la vez
semejante entre ellas (1,9 - 1,7). Temperaturas de 25 0C o menores no convinieron para el
estudio, ya que, si bien producían altas respuestas, aumentaba mucho el nivel basal de
ruido por la dificil eliminación de la fase móvil en el evaporador.
3.3.2.2- Linealidad de respuesta
El estudio de la linealidad de la respuesta en las condiciones del detector no optimizadas
(45 oc, 172 kPa) dio lugar a resultados semejantes a los obtenidos por Charlesworth en
1978 en el estudio de compuestos apolares. Se observó la tendencia sigmoidal de la
respuesta (figura 3.3.2.2a), existiendo un comportamiento logarítmico para cantidades
superiores a 50 gg, lineal en un tramo intermedio desde 6 hasta 25 ¡.ig (figura 3.3.2.2b), y
exponencial para las cantidades menores en el estudio (figura 3.3.2.2c). Al representar los
datos obtenidos sobre un eje doble logarítmico se observó que los resultados seguían la
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excepto para las cantidades mayores, hecho que también se ha descrito en la bibliogafia
sobre triglicéridos y otros compuestos de baja polaridad (figuras 3.3.2.2d-D. Al realizar
las regresiones, los valores del exponente x fueron de 1,55 para el ergosterol, 1,40 para el
escualeno, 1,51 para el colesterol y 1,46 para el estigmasterol, encontrándose todos ellos
dentro del intervalo aceptado por otros investigadores.
Los resultados del cálculo de la linelidad de respuesta obtenidos tras la optimización del
detector mejoraron los previamente conseguidos. Las ecuaciones obtenidas fueron las
siguientes:
- Ergosterol: logA = 0,803 + l,l6dogC; = 0,9834;
- Escualeno: logA = 0,705 + l,l9~]ogC; r2 0,9917;
- Colesterol: logA = 0,846 + 1,12’logC; r2 = 0,9894;
- Estigmasterol: logA = 0,504 + 1,25 dogC; r2 0,9946;
donde A área,
C = cantidad inyectada en gg.
Los valores hallados para x descendieron en los cuatro casos para hacerse más cercanos a
la unidad, lo que significa que la respuesta se acerca más hacia una tendencia lineal.
Estos resultados también posibilitaron la extensión de la respuesta exponencial hasta
cantidades de 50 ~g. Las figuras 3.3.2.2(g y h) muestran la representación gráfica de las
ecuaciones obtenidas, mostrándose, además, la adecuación con los datos experimentales.
El límite de detección para cada compuesto se calculó a partir del error estándar de las
regresiones obtenidas (EE), siendo el límite de detección la cantidad en ~.ig que
proporciona una respuesta tal que logA = 2EE.
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,
Los límites de detección obtenidos fueron los siguientes:
- ergosterol: 0,26 gg;
- escualeno: 0,31 Mg;
- colesterol: 0,22 ~g;
- estigmasterol: 0,46 gg.
3.3.2.3- Factor de respuesta
Los factores de respuesta obtenidos se representan en la figura 3,3.2.3. Si no se
consideran los resultados obtenidos para cantidades inyectadas inferiores a 2,5 pg, los
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ANÁLISIS DE LOS DESTILADOS DE LA DESODORIZACIÓN DE ACEITES
VEGETALES POR ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNÉTICA
NUCLEAR DE ‘3C DE ALTA RESOLUCIÓN
3.4- MATERIALES Y MÉTODOS
La preparación de las muestras y el procedimiento utilizado es el mismo que se detalla
para los análisis de muestras de nata y sus extractos <apartado 2.6 y 2.7). Las muestras
analizadas fueron:
- destilado de la desodorización de aceite de oliva,
girasol,
- extracto obtenido a 13 MPa, 40 0C y 70 mm a partir del destilado de aceite de
oliva.
La identificación de los compuestos se llevó a cabo con la ayuda de tablas de
desplazamientos químicos existentes en la bibliografia. La tabla 3.4 contiene los
desplazamientos químicos correspondientes al escualeno (Breitmaier y col., 1975) y 13-
sitosterol (Wright y col., 1978).
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Tabla 3.4. Desplazamientos químicos de escualeno y Il-sitosterol.
Escualeno ¡3-Sitosterol
8(ppm) ~jO S(ppm) ti6 8(ppm)
1 25,7 1 37,31 16 28,26
2 131,2 2 31,57 17 56,11
3 124,4 3 71,69 18 11,87
4 26,7 4 42,25 19 19,40
5 39,8 5 140,76 20 36,17
6 134,8 6 121,59 21 18,82
7 124,4 7 31,92 22 33,95
8 26,8 8 31,92 23 26,13
9 39,8 9 50,17 24 45,85
10 135,0 10 36,51 25 29,18
11 124,4 11 21,11 26 19,84
12 28,3 12 39,81 27 19,07
13 17,7 13 42,33 28 23,09
14 16,0 14 56,79 29 12,32




numeración de los carbonos del escualeno
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numeración de los carbonos del 13-sitosterol
Se calculó el porcentaje molar en que se encontraban los compuestos análizados de modo
análogo al realizado con la grasa láctea.
3.5- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los espectros de DDO obtenidos mediante 13C-RMIN son los mostrados en las figuras
3.5(a-c), las figuras 3.5(d-f) muestran los espectros de DDG. A continuación, en la tabla
3.5a se detallan los desplazamientos químicos asignados a sus correspondientes carbonos,
así como sus integrales para cada señal y en las muestras analizadas.
Tabla 3.5a. Desplazamientos químicos, grupos funcionales asignados e integrales






180,27 -COOH1 11,62 15,7 15,7
135,07 CíO (Es)2 2,6 3,2 -
134,86 C6 (Es) 2,6 3,2 -
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¡5,97 (715 (Es) 2,7 4,! 0,4
¡4.07 col 15,2 21,5 27,2
Los carbonos no wgn.ados a wng~sn compuesto defitudo se refieren al total dc ácidos grasos
libres de La muestra.
jis escualeno,
a a no asignado
Los componentes principales, tanto del DIJO. DDG, como del extracto analizado fueron
los ácidos grasos libres, de este modo se comprobó que estos compuestos son también
extraídos por el d¡óx¡do de carbono supereritico. Los ácidos grasos mayoritarios fueron
¡os insaturados. oleico en el D[)O, y linoleico y oleico respectivamente en el DDG. Los
ácidos grasos saturados se encontraron en menor proporción. No se detecté la presencia
de ácidos grasos de cadena corta, que sí aparecen como consecuencia de tratamientos de
calentamientos severos, como las frituras (CalI Hellin y ClauseIl. 1985). Estos resultados
ind¡caron que la composición en ácidas grasos de los destilados es muy semejante a la del
aceite virgen, aunque en los primeros se encuentran libres. No se detectó la existencia de
tríglícéridos, tampoco de otros lípidos saponificables como son los ésteres metilicos y
etílicos de ¡os ácidos grasos, tan abundantes en otros estudias realizados por otros
investigadores (24,1%; Bondioli y col.. 1993).
La fracción insaponificable del DIJO y su extracto estuvo compuesta en su gran mayoría
por escualeno. y no se detecté la presencia dc ningún otro compuesto. La proporción de
escunieno encontrada en el DIJO fue muy superior a la del DLX), donde únicamente pudo
cauntificarse la cantidad de escualeno partiendo de aquellos carbonos con tiempo de
relajación más corto (carbonos metiuicos); sin embargo. éste pudo detectarse gracias a la
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presencia de compuestos esterólicos en el DIJO, lo que no ocurrió en cl DDO. La baja
intensidad de las señales de éstos compuestos junto con [a similitud dc sus 8 (Wright y
col. ¡978) no permitió distinguir entre la existencia de 13-sitosterol, estigmasteral,
cainpesterol u otro esterol. La composición dcl DIJO y su extracto fue bastante similar.
Seguidamente. la tabla 35b recoge los resultados obtenidos para ¡a cuantificación de los
componentes de los destilados:






















áados grasos libres (maL/meO
El hecho de utilizar los carbonos metilicos y metilénicos para cuantificar los compuestos
de las muestras se debe a que poseen tiempos de relajación menores, con lo cual, los
resultados obtenidos en las integraciones son los más próximos a Los valores reales. Esto
se observa claramente si sc comparan las integrales obtenidas para Los carbonos col y los
carboxilicos. los segundos poseen integrales menores debido a unas relajaciones
incompletas. El uso de los carbonos oleihicos es el más conveniente para el cálculo de la
relación moLar entre ácidos oleico y lanoleico, por existir por sopando señales
caracterlsttcas de cada uno de ellos Los tiempos de rtlajacLón no influyen en cl cálculo al
tratarse de seflales muy próximas
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Los resultados obtenidos tras los análisis del DDO y su extracto son muy similares, con
lo que se podia concluir que en esas condiciones la selectividad en la extracción era baja
y los compuestos se encuentran en las mismas proporciones antes y después de la
extracción supcrcdtica.
No se pudieron establecer comparaciones entre la composición de los destilados y los
aceites virgenes de ¡os que procedieron al no diponer de ellos En cuanto a los datos
encontrados en ¡a biblliografla acerca de la composición de los aceites virgenes de oliva y
girasol (Gunstone y col., 1986) se vio que existia una gran variabilidad; sin embargo, se
pudo concluir que la composición de los destilados estaba dentro de los rangos de
composición de los aceites vírgenes en lo referido únicamente a la composición en ácidos
grasos y con la diferencia de que en los destilados se encuentran en forma carboxillica
libre y en los aceites se encuentran esterificados al glicerol constituyendo los
tnglicérmdos.
Si consideramos que los ácidos grasos libres del DIJO son oleico y palmítico (los
mayoritarios) obtenemos que el escualeno se encuentra en una concentración de 208
g/Kg. Esta concentración es sensiblemente mayor a la encontrada en el aceite virgen
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APLICACIÓN DE LA EXTRACCIÓN CON CO2 SUPERCRITICO AL
DESTILADO DE LA DESODORIZACIÓN DE ACErrES VEGETALES
3.6- MATERIALES Y MÉTODoS
3.6. 1- PeserIpddn del equipo extractor
Las extracciones con fluidos supereríticos se llevaron a cabo con un extractor Hewlett-
Packard modelo 7680A equipado con un restrietor variable que permite el control
independiente del flujo y la presión, y además produce una despresarización instantánea
del fluido supererhhco a su salida La muestra se deposita en una celda cilíndrica de acero
inoxidable de 7 mL de volumen, para la recogida del extracto el equipo está provisto de
una trampa sólida intercambiable, donde se produce la calda de presión mencionada, que
se ¡aya posteriormente con un disolvente orgánico para la recuperación del extracto
retenido El control del sistema se realiza automáticamente a través de un programa
informático especifico suministrado con el equipo, con un ordenador Hewlett-Packard
modelo Vectra QSI]65. El fluido supererítico usado fue dióxido de carbono de calidad
analítica. Existe también un sistema criogénico mediante diójudo de carbono para enfriar
la bomba, celda de extracción, restrictor y trampa, y que no necesariamente ha de ser de
calidad tan alta como el supererítico. La figura 3>6.1 muestra un esquema del
funcionamiento del equipo.
3. & 2- Opilmlzadón en la preparación de la muestra
La celda se preparó para la extracción introduciendo el destilado, habiendo taponado
previamente la entrada y salida de la celda con lana de vidrio. Con este método se
producían contaminaciones en la lineas del extractor, ya que la muestra es líquida y sale
por la parte infenor de la celda, contaminando las extracciones posteriores. Por ello, se
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soporte del destilado. Tan-lo la arena como la lana de vidrio no se extraían ni retenían los
compuestos de la muestra. La cantidad de muestra indrodtjcida dependió de dos factores:
a) que el extracto se obtuviera en la mayor cantidad posible y b} que la arena no quedara
saturada de muestra y ésta pasan hacia los conductos del extractor.
Las muestras fueron destilados de la desodorizac¡&n de aceites de ojiva y girasol.
3.4.3- Efecto de la presión y la tempEratura en la escrracdón del desfilado de la
desodorizaclón de aceites vegetales
Se estudió la cantidad de destilado extraído en función de la temperatura y la presión
aplicadas en la celda, En los diferentes métodos utilizados se consideraron los valores de
las siguientes variables:
- flujo del fluido supercritico: 1 y 3 mL/mm,
- tiempo de extracción: 20 y 30 mm,
- fraccionamientos: hasta los 70 ruin con frecuencias de 2, 5 y 10 mm,
- temperatura dc la celda de extracción: 40, 50 y 60 0C,
- presión: lO; 13; ¡5, 17,5; 20; 22,5; 25 y 30 MPa.
- disolvente de lavado: cloroformo:metanol (2:1),
- trampa para recoger los extractos: de botas de acero inoxidable (Hewlett-
Packard).
En los pnmeros ensayos realizados, el extracto fue depositado sobre la superficie de las
bolas de acero de la trampa, que se lavó con la mezcla de disolventes mencionada tras
completar la extacción.. recogiéndose las disoluciones en viales de 1 mL. El número de
viales utilizado fue de 6 para asegurar la completa disolución del extracto y averiguar a la
vez el número mínimo de viales necesarios, que se encontró ser de 2. La cantidad de
extracto se obtuvo por pesada tras la evaporación del disolvente en una corriente de N~.
1
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En todos los casos se mantuvo la trampa a 20 *~C y el restnctor a 45 0C durante la
extracción, elevándose la temperatura de la trampa a 45 ~Cdurante el lavado de la misma
con disolvente.
Los fraccionamientos se realizaron manteniendo presión y temperatura de la celda
constantes. Finalizado el tiempo de extracción de cada fracción se acomodaban las
condiciones de lavado, recogiéndose los vinies con la disolución, y posteriormente se
continuaba con un nuevo paso extractivo dcl fraccionamiento
Asimismo, se colocaron frascos con la mezcla cloroformo:metanol (2:1) a la salida
haciendo burbujear el CO
2 gaseoso que saJe del extractor con el fin de retener los restos
de extracto arrastrado por el gas.
Los extractos obtenidas se analizaron por cromatografla Líquida de alta eficacia (según los
apartados 32 y 33).
3.4.4- Modificación del equipo de atracción
Las modificaciones realizadas en el extractor se encaminaron a obtener todo el extracto
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3.5- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
3.5. 1- Optimlzación en la preparación de la nwestra
Se comprobó que una cantidad superior a 400 mg de muestra producía una saturación de
la arena, pasando el destilado al interior de las líneas del equipo, contaminándolo. Dado
que la cantidad de arena utilizada era ¡a máxima admisible debido a la capacidad de la
celda de extracción, se tomo la cantidad dc 400 mg como la mayor posible para la
obtención de extractos sin producirse contaminación ni pérdidas hacia el interior del
equipo.
Sin embargo, tal como se comprobó posteriormente, la trampa de bolas de acero no
permitía la retención de altas cantidades de extracto, por lo que hubo que reducir ]a
cantidad de muestra a la máxima permitida por La trampa, que fue dc 80 mg. Esta
reducción dificuitó La obtención de mayores extractos.
La modificación llevada a cabo en el equipo extractor (apanado 3.7.2) permitió
nuevamente el uso de cantidades de muestra de 400 mg
3. 7.2- Modificación del equipo atractor
La figura 3 72a representa el esquema del extractor una ‘.ez modificado. La modificación
consistió en burbujear el CO2 gaseoso en un frasco que contenía la mezcla
cloroíormo:mctanol (2.1> empleada (200 mL) pan impedir que se perdiera extracto por
arrastramiento de moléculas de salmo por el gas tras la despresurización El realizar la
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(>1ra modificación necesaria fue la de obviar ¡a salida del extracto disuelto procedente de
la trampa hacia los viales. En su lugar, se procedió a conducirlo al frasca de burbujeo. La
cantidad de extracto se obtuvo por pesada tras la evaporación del disolvente a presión
reducida.
Los primeros resultados obtenidos se ilustran en la figuras 372b. Estos resultados se
obtuvieron previamente a la modificación del equipo y con una cantidad de muestra de
4(X) mg Se observó que fraccionamientos realizados con frecuencias de 5 ruin a 40 0C
con diferentes presiones conducían a resultados en la extracción total dificilmente
explicables, ya que a Las presiones mÁs bajas (13 MPa) se obtenía mayor cantidad de
extracto que a las mayores presiones y así sucesivamente. Del mismo modo, se observó
que el máximo en la extracción se alcanzaba antes en el tiempo para presiones mayores
(25 MPa), pero el rendimiento era siempre menor a que bajas presiones. Tras alcanzarse
el mÉxímo de extracción se producía una extracción nula de destilado en las siguientes
fracciones.
La figura 372c muestra la variación en la cantidad extraída en los fraccionamientos
dependiendo de la duración de cada paso en Las condiciones de 13 MPa y 40 0C. Los
fraccionamientos realizados con frecuencias de 5 ruin condujeron a la abtencián de
mayores cantidades de extracto, mientras que la cantidad de extracto disminuyó conforme
aumentaba la duración de cada paso, siendo menor con fracciones de 10 ruin. Las
extra4cíones llevadas a cabo en un solo paso con una duración de 70 mm produjeron
extractos mmnLmos La imposibilidad de la explicación <le los resultados obtenidos se
resolvió cuando se comprobó que la cantidad de extracto restante se eliminaba por
arrastramiento del CO~ gas tras la despresurización. La colocación de frascos con
disolvente en la salida del gas para la extracción de 70 mm en un solo paso permitió
confirmar esta hipótesis ya que las cantidades perdidas se recuperaron y llegaron a igualar
a las cantidades extraídas en los fraccionamientos dc 5 mm (también indicado en la figura
3 7 2cy Este hecho sc debe a que la trampa dc bolas de acero es incapaz de retener todo
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al CO2 gaseoso El fraccionanuento en tiempos cortos permite que la trampa no se sature
y que se recupere para el siguiente paso tras el lavado con el disolvente. Esta es la razón
por la que los resultados más satisfactorios se alcanzaron para tiempos de fracciones de 5
mm, seguidos de lO mm y por último dc 70 miii (figura 3.7k). Al elevar la presión del
tratamiento se produce una más rápida extracción por lo que los efectos comentados
aníenonnente sc hacen más patentes y provocan que el tiempo necesario de cada paso en
un fraccionamiento se reduzca hasta 2 mm.
Las figuras 3 72d para los tratamientos a 40 ~Cy 352e para los tratamientos a 60 ~‘C
muestran que, independientemente de la presión del tratamiento, los resultados en el
rendimiento de la extracción son buenos y totalmente explicables si los pasos del
fraccionamiento tienen una duración de 2 mitin. Las condiciones de mayor extracción se
alcanzan a 30 MPa y 40 ~C,siendo ya total la extracción a los 20 «fin de tratamiento. A
medida que disminuye la presión de estudio a temperatura y tiempo constante disminuye
el rendimiento obtenido, existiendo una gran diferencia entre los resudados obtenidos a
25 y 22.5 Mpa. hecho explicable por el descenso de densidad que se produce. A la
temperatura de ó<>
0C los rendimientos obtenidos son menores que a 40 0C girando en
tomo al 4O9~., y las diferencias debidas a la presión utilizada son menos patentes. Las
diferencias entre obtenidas entre Las extracciones a 40 0C y a 60 ~C se deben a que el
proceso determinante en la extracción es el debido a La densidad y el aumento de la
solubilidad de los compuestos a extraer, tanto a altas, medias o bajas presiones, y en lo
que se refiere únicamente a la cantidad de extracto. Al comparar el rendimiento de la
extracción lubiéndose reahzado el fraccionamiento o no, y antes de la modificación del
equipo de extracción (figura 3 7 20. se observa claramente que las mayores diferencias se
producen entre las extracciones a 40 ~C y a presiones sucesivamente mayores ya que
éstas se producen má
4s rápidamente, con lo que la trampa se satura antes y la cantidad de
extracto no retemdo en la trampa es mayor
La baja tapacidad de la trampa para retener el extracto y ¡a consecuente necesidad de
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fueran factibles y Fue necesana La modmficacian del equipo de atracción. Las figuras
37 2g y h muestran los resultados obtenidos para los tratamientos de extracción del
destilado de la desodorización del aceite de oliva y girasol respectivamente, utilizando el
acoplamiento del frasco de burbujeo. Estos datos quedan también reflejados en las tablas
37.2a y b
Tabla 3.7,2a. Extractos
desodorización de aceite de
obtenidos a partir del destilado de la
ojiva (mg) en las condiciones indicadas.
lo 25,3 5,9 3,8
15 155,0 116,1 5,7
20 237,9 221,7 230.4
25 326.8 345.4 355,4
30 377,2 362¿<?86
Tabla 3.7.2b. Extractos





Presl6n (Mf.) 40 W 50 oc 60W
lO 25,7 10,1 10,9
15 113.2 93,4 61,8
20 226,5 165,5 152.4
25 261.2 264.6 284,1
30 273 334l~0 345,9
A presiones dc 10, 15 y 20 MPa el máximo mudmuento de la extracción se produce a 40
T, seguido de 50 y 60 C debido a que la deirndad dcl fluido es el (¡etor dominante en
la extracción. A la presión de 25 MP. sc produce un equshbno entre La densidad del
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tres temperaturas de estudio, esto mismo se produce entre 50 y 60 ~C & 20 MPa. El
cambio de densidad provocado por I~ compresibilidad del fluido es poco notable entre 25
y 30 MPa. sin embargo, es marcado el efecto del aumento dc la presión de vapor por
aumento de la temperatura; esto conduce que el mayor rendimiento se alcance a 60 0C,
seguido de 50 y 40 ¡ C respeccivarnese, y de modo más evidente en el caso de las
expenencias realizadas con destilado de la desodonzacion de aceite de girasol.
3.7.3. Sfec¡o de la presión y la temperatura en la extracción de ¡os compuestos
de la fracción ¡nsaponlflcabfr del destilado de la desodorización de aceites
vegetales
los compLiestos insaponificables hallados en el destiLado dcl aceite de oliva fi.eron
escualeno, f3—sitostero.l, campesterol y esngmasterol, se detectaron otros compuestos
minoritarios, pero sin llegar a identificarlos (posiblemente A’-avenasterol o A?-
estigmasienoIY Estos mismos compuestos fbercn los existentes en los destilados de aceite
de girasol y sus extractos, habiendo más cantidad de esteroles y menos escualeno
respecto a las muestras de clin (tabla 3 7.3a). No se detectó la presencia de &-caroteno m
de cx-tocoferol en ninguna de las muestras analizadas tras 1-a inyección de patrones. Las
figuras 3.73a y b muestran los cromatogramas de ODO y DDG respectivamente.
Tabla 3.73., Composición & la fracción insaponíficable del destilado de
la desodoñzac,ón de aceites de clin y girasol
DDO<%) DDG<%1
E,seu-a¡eno 40,96 26,5 1
Campesterol 29,19 22.56



















Cninwgrama por HPLC de los compuestos
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El escualeno es el componente mayontaño en la fracción inupouiftcablc de ambos
sustrastos, si bien , el DDO posee la mayor cantidad. El segundo componente en 41
procentaje es el 8-sitosterol> FI campesacrol es el esterol que se encontró en menores -k
proporciones en el DOC, sin embargo, no se detectaron cantidades cuantificables de A
estigmasterol en el 000
os)
Las tablas 37.3<L»g) muestran las eantui¡ades extraídas, expresadas en mg en cada
extracto, de los compuestos ansapowflcosabks identificados para cada una de las -e
condiciones estudiadas y con 000 y DOC corno sustrato. Los análw-s realizados a los
extractos obtenidos a partir dc DOC no detectaron estigmasterol en cantidades
¡¡ os’ -
cuantficables. excepto en las condiciones de 30 MPs y 50 C. Independientemente de la
os.
temperatura, a la presión de lo MPs sólo se detectó la presencia de escualeno, a 15 MPa
se extrajeron 1,14 mg de B~siiostero¡ a 40 C y el campesterol comenzó a ser
II
cuantíficable a partir de las extracciones a 20 MPs y SC) C. Las cantidades extraídas de
tj¡
escualeno, campesterol y B-si-tostcrol amnentaron al aumentar La presión de la extracción,
<A
siendo siempre mayoritaria la cantidad extraída de escualeno, seguida de B-sitosterol y -
campesterol Los extractos obtenidos a partir del DLX) tambion contuvieron escualeno los
como componente mayontano, seguido dc &siíostcrol. estiginasterol y escuaieno. Sin -
embargo. la cantidad de esteroles extraída lite superior a la del 000. El campesterol se
fr
extrajo cuantitativamente a partir de 2.5 MPs a las tres temperaturas. El estigmasterol y el os
tt-sítosterol no se detectaron en los extractos obtenidos a 10 MPs y SO y 6<0 <~‘C.
4
Las figuras 3.7.3c <DLX)) y d (DOC) representan la extracción de escualeno y de
esteroles totales en ftn~ón de la densidad dcl C0~ y la temperatura dc los tratamientos. [4os~
Se observa que ni te ¡mm mayor extracción dc escualeno respecto -a los esteroles a os
densidades inferiores a 0,70 g/snL, sobre todo en el caso del ODO, presentando la
extracción de esualeno pocas variaciones en todo el rango dc densidades (entre 1 y 3
< ¡2-
mg. tanto para los extractos de DLX) como dc DlXs) tos esteroles son pobremente
eximidos a den íafcrnns a 0,70 ¡MiL un embargo. a densidades superiores ~
y
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obtenidos a 40 ~C.
Presión (MP.) escualeno campesterol estigmaiterol 0-altosterol
¡0 1,91 - - -
15 2,33 - - 1,14
20 2,38 - - 1,21
25 2,41 1,43 - 1,47
30 2,48 1,79 180
Tabla 3.7,Jc. Composición (mg> de la fracción insapomf¡cable de los extractos de ODO
obtenidos a 50 0C.
Presión (NiPa) escualeno cmnipesterol eutlpmasterol 0—sltosterol
lO ¡.12 - - -
15 2,38 - - -
20 2.67 1,59 - 1,45
25 2.56 1,65 - 1,66
30 2,61 1,73 1,42 1,80
Tabla 3.7.3d. Composición (mt> de La fracción insaponíficable de los extractos de DDO
obtenidos a 60 C.
Ji4xtI,sscualent~E0Q!tOr9J estlgmasterol 13-altosterol
lO 1.32 - - -
15 2,48 -
20 2,41 - 1,20
25 2,51 1,7’? 1,71
30 2,49 1,6-4 fi, 1,67
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Tabla 3.7.3b. Composición (mg> de la fracción iusaponiflcable de los extractos de DDO
Presión MPs escualeno tun feral uit . asterol f3—sit**terol
lO 1,54 1,14 1,04
15 2,09 - 1,43 1.39
20 2,86 - 1.36 1,86
25 2,38 1,87 1,24 1,90
30 2.58 153 2,05
Tabla 3.7.Jf. Composición <mg) de la fracción insaponificable de los extractos de DDG







15 1.98 - 1,35 1,29
20 2,19 - 1,45 1.58
25 2,21 1,34 1,60 1,91
30 2,61 1,76 l,7E 2,59
obtenidos a 60 %‘.
Presión(MPBI_eseusleno eam,pesterol estIgmas 13-sltosterol
¡0 1,10 - - -
15 1,57 - 1,37 1,18
20 2,66 - 1,35 1,59
25 2,79 1,20 1,611 2,30
__ 30 2,44 1,37 2,07 2,45
obtenidos a 40 “C.
Capttrlo .1 A#kacÑ$n al kutibuM eh ¡u eksu&rfrncSv de aceiles vegetales
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Tabla 3.7.3e. Composición (mg) de La fracción Ínsaponiflcable de los extractos de DDG
Tabla 3.7.Jg. Composición (¡nsj) de la fracción Insaponirscable de los extractas de DDG
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experimentan un rápido aumento en sm cantidades extraídas, elevándose la cantidad de
esteroles totales obtenida por encima de la de escualeno.
La temperatura actúa de modo decisivo en la extracción de los componentes de la
fracción insaponificabie (figuras 3>7>3< y d}. Se observa que el aumento de la temperatura
a densidad constante aumenta las cantidades extraídas de escualeno y, más claramente, de
esteroles. El aumento de la temperatura se observa principaltuente sobre la extracción de
los esteroles, ya que estos compuestos son menos solubles que el escualeno en el CO2
supercritico y el aumento de la volatilidad se constituye como factor primero en la
extacción Este claro aumento de La extacción de esteroles se produce a densidades de
0,74 g/mL a 60
9C, 0.79 WmL a $0 0C y 0,89 ViriL a 40 ~C. La extracción de esteroles en
las condiciones de más bajas densidades también viene dada por las cantidades relativas
de éstos en lo destilados originales, de ene ¡nodo, hay una mayor extracción de esteroles
en las muestras de DIX1 debido a que se presentan en mayores cantidades y de escualeno
en cl [390. También se observa el efecto de la temp~eran¡ra del tratamiento en la
extracción del escualeno, produciéndose máximos dc extracción, para cada temperatura,
en densidades semejantes a las de los esteroles, pero de modo menos marcado.
La selectividad de La extacción del escualeno respecto al total de esteroles puede
definírse. de modo análogo al dcl colesterol respecto a los tnglicéridos (apanado 2.5.7),
COrno
re*-rwn ¿~awk,w 1 esaen>in en el ex¡rcpelo
rOa cm erm*no ¡ ehiero& s en origen
Los resuludos de La scfrenvuhsd quedan reflejadas en las figuras 3.7.3< para el ODO y
3 7 31 para cl Dlxi La mayor scltctwtd¡tid St ikatua para las extracciones donde no ha
habido extracción dc esteroles, > los valores hueme w&uio, sm embargo, las
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las temperaturas dc 40 y 60 C para La extracción dc escualeno a partir de DDG,
alcanzándose el valor de 2.5, que. sin embargo, es inferior al alcanzado en estas mismas
condiciones partiendo de ¡300 (alrededor dc 3>. A presiones mayores de 20 MPa, la
selectividad dismtnuye, llegando a valores dc 3 1.5 en cualquiera dc las tres
temperaturas y sustrastos, excepto a 25 y 30 MPa y 40 C con DIX), que se mantiene
superior <cercana a 2), debido a La menor extracción dc esteroles en estas condiciones. Se
puede concluir que las condiciones de mayor selectividad se alcanzan a las menores
presiones y mayores temperaturas de estudio, pero se desaconseja el tratamiento por
obtenerse un bajo rendimiento de extracto. Las condiciones más fav&ables son Las que se
producen al tratar DDO a una presión de 20 MPa y 40 C. Sí se parte de DOC con las
mismas condiciones de tratamiento, la selectividad conseguida disminuye en 0,5
unidades.
Una gran parte de los componentes de los destilados de la desodorización de los aceites
de oliva y girasol son ácidos grasos libres, y éstos también se extraen cuando se someten
a un tratamiento con CO2 supereritico, tal como se vio en los análisis realizados por RMN
(apartado 35). Se calcularon las cantidades relativas de compuestos insaponificables
(escualeno ~ esteroles) que se encontraban en los extractos por diferencia a partir de las
masas de extracto obtenidas gravun~étricamente. Los resultados quedan expresados en las
figuras 3 73gparaelDDOy3 73h parad DDG.
Se aprecta que a lo MPa y. en mucha menor medida, a 15 MPa los extractos se hayan
enriquecidos en material msaponificák, aunque la cantidad extraída es demasiado baja.
A presiones mayores, no parece haber vanación en las bajas cantidades extraídas
respecto a la de aculas grasas hbret Las condiciones dc 60
0C y 1<) NiPa fueron las más
favorables en Las reducción de la extxtcción dc los ácidas del DDO, seguido de la
extracción a 50 y 40 N’- por cte arden La explicación puede ser la baja volatilidad de los
ácidos grasos Ubres frese a las esteroles y, sobre todo, al escuaLeno. que es el compuesto
íniapúniftcabk que sc encuentra en más cantidad en los destilados. La menor cantidad en
que se encuentra el escuakno en el DLX) frente al DDO puede ser la causa de que la
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fracción insaponificable se encuentre en menor proporción en los extractos, aunque
también se ha de tener en cuenta que el DOC tiene más cantidad de ácidos grasos
insaturados que el DDO y que éstos son más fácilmente extrafbles por el CO2
supercritico> Las extracciones a que se somete el DDG proporcionan extractos menos
ricos en compuestos insaponiflcabies que el DDO y Las diferencias conseguidas a las
mayores temperaturas son menos evidentes. A partir de 20 MPa y para todas las
temperaturas y sustratos del estudio se mantiene la relación entre compuestos





Aplicación del dióxido de carbono supercritlco a la inactivación
depectinenerasa en zumo de naranja.
4.1- INTRODUCCIÓN. LOS CÍTRICOS
Los frutos citncos representan una de las producciones más relcnntes de la agricultura
española y la más importante de la provincias de Mwtia y Valencia. Predominan las
variedades para el consumo en fresco, pero también tienen nnpoctancta las que pueden
destínarse a las industrias para su trat4bnnactón en zwnos.
4.1.!- Composidón de law cftr¡an
¡y















Los frutos cítricos. por su alto contenido en vitaminas y componentes minerales, constituyen,
dentro de la alimentación humana, un producto de apreciado valor nutritivo. Entre dichas
frutas, las naranjas son las más aceptadas. esto se debe flrndarneatalmcnte al sabor agradable
debido a La relación azúcar/ácido, caractertstica de ellas y a sta notable valor alimenticio
(KdTord, 1973)
Las partes fundamentales de Los fi-tatas cínicos son epicarpio o flaveda, mesocarpio o albedo y
endocarpio o pulpa (figura 4 1 1.
El flavedo es la capa más externa del fruta En eRa se encuentran los piastidios y numerosos
vesículas de aceite esencial. Los > contienen clorofila en los frutos no maduros, y
caroteno,ximtofila y. en menor candad. > > cuando el fruta ha madurada
El albedo es una capa blanca y ~enq compuesta por células de forma ytamafio
¡rmgular, con grandes esp~ws iutercelulurn Denos de aire.
7~5 80%
20-25%
La wmposicíón del albedo es la
Materia seca




































Los cítncos son, a continuación de tas manzanas, b¡ segunda fuente más importante de
pectinas pitia La mdustna. Otros componentes dcl albedo son Los glucósidos hesperidina y
límonina~ este último importante por el problema & su intenso sabor amargo en la aceptación
de los productos derivados de los citricos.
Debajo de las capas que consatuyen el fiando y albedo está el endocarpio o pulpo, formado
por una serie de segmentos. Cada segmento contiene una masa compacto de vesículas con
junio La pulpa es la principal pete comestible dcl fruto y gencrahuente alcanza el 50- 80%
del peso del fruto entero <Keft’ord. 1973>
Los sólidos disueltos en los zumos cítricos están compuestos principalmente por azúcares y
acídos fin Las naranjas son los azúcares Las es dentro de los sólidos
disueltos Los acídos presentes en e] nana de naranja son el cítñax que predomina, y el
nialico laminen hay pectinas solubles que al expñmir la fruta quedan, en pone, incorporadas
al zumo Entre Las enrunas cxtuentes cabe destacar la pectiuesterasa. cuya actividad es mayor
en el endocarpio que en el albedo.
Por úitímo, dentro del fruto estÉn kas ni las que cabe un alto porcentaje de
proteínas y dc aceite -













pared celular orgánuí o
vattnia conteniendo aun>
CMMLA
Figura 4.1.1. M~rAflog*a do la carattJm.
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4.1.2- Sustwwlaspdcilcas
1 tu sustane mas pécticas son un grupo compkjo de polisacáridos ácidos que se encuentran en
cantidades variables en el espacio intercelular de los tejidos do plantas superiores,
paruculannente en la lámina medis¡ Estas sustancias se pueden clasificar del siguiente modo
(Fogarty y Kelly. 1983>:
designan a aquellos glúcidos coloidales complejos de origen
vegetal y que contienen una gran proporción de unidades de ácido anhidrogalacturónico. Los
grupos carboxÉlicos del ácido poligalacturúnico pueden estar esterificados parcialmente por
grupos metilo o parc¡’ai o totalmente neutralrutdos por una o más bases,
la - es el nombre dado a la instancia que origina las sustancias pécticas,
tamb¡én de origen vegetal y que además es insoluble en agua,
~ - cosquenocontienenmásque
una pequeña parte dc ésteres metilicos. B~o las condiciones adecuadas forman geles con
azúcares y ácidos; si el contenido en metcnilos es bajo pueden ibrmarse geles con algunos
iones Las sales de los ácidos pectínicos pueden ser neutras o ácidas
la psM~fl~ o Las - se refieren a los ácidos pectinicos solubles en agua, pueden
contener diferentes proporciones dc ésteres meulicos y grado de neutralización, También
pueden tbrrnar geles
el es el ácido XAipIaCUEóIúCO coloidal esencáhnente libre de ésteres
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.
Los polisacáridos pécticos son ácidos poligalacturónicos. fonnack>s por ácido galacturónico
con enlaces cx- 1,4 (que potencian la fonnación dc coloides> y ramifIcaciones de otras
unidades no urónica.s, como rhamnosa, arabinos, galactosa. niosa y Ñcosa~ La figura 4 1 2 1





El número de estenfkacicnes dc kw ca4nllscos a rnnol es miahle y depende
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afectando a tas propiedades de gelifleación. El peso molecular, en el caso de la naranja, está
alrededor de 400(X) y 50000.
La pérdida de solubilidad puede producirse por las siguientes razones:
- unión a iones polivalentes como los de cakáo~ io y bierro, que causan la
precipitación de las sustancias pécticas poco esterificadas y reducen la solubilidad de
las altamente esíenfleadas,
2. unión de los grupos carboxflicos a los hidroxilos de otros constituyentes celulares,
como la celulosa o hernicelukxsas.
3. enlaces iónicos entre los carboxilo¡s y Los grupos básicos de las proteínas.
4 uniones más débiles con otros constituyentes celulares.
5 entretazamienro mecánico entre sí o con polimeros de la pared celular.
4ilZ L
Lassustancaspécucaasclocahtaflcflla - niediaflacapadewúónintercelularyla
pared primaria de los vegetales ( y I%IWñk 1960} Su sintcsis comienza en las
pnmcras etapas de crecimiento y La textura de los frutos depende,
en parte, de La cantidad de sacas pécbCa& El fruto ~trde presenta protopectinas,
rnsolubles, que se nnsft>nmw cm solubles la ir > suavizando la textura. La
facilidad de disoluctón en agua al La longitud & la cadena polisacárida,
pero en caso de pwductrsc una >‘ u Anima dxsolucwnu altamente viscosas,
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En zumos de cítricos, a diferencia dc otros unos. su naturaleza turbia se considera una
característica deseable. La uwbídetz propia del zumo no se presenta en el zumo existente en las
vacuolas celidares, sino que proviene dc la ruptura de las cálidos durante el proceso de
extracción En este proceso, compuestos de alto peso molecular de los organelos y citoplasma
quedan suspendidos en ci zumo junto con - dc membrana y material de origen
péctico. Toda esta suspensión coloidal la turbidez al auno y se compone de un
3O~/o de proteínas, 20% dc besperidina, 15% dc celukna y laemicehilosa y 5¾dc pectina
(Bennet. 1987), siendo el 3O~/o restante aún > . Sin embargo. el efecto de la pectina
sobre la rurbidez es el más importante (KimbsiI, 1991). ya que su insolubilización también
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La abundanc¡a de sustancias pécticas en Los vegetales ha creado difrrentes sistemas
enzimáticos capaces de degradar estas estucbsn. Éstos se diferencian tanto por su
mecanismo de acción como por su distribución. Los enzrmas p¿cbcos se producen por plantas
y microorganismos. pero no por células animales 1 os enzimas pécticos se clasifican en dos
pnncipales grupos (Rombouts y Pilnilc, 1980):
1 enzimas que desesterifican mediante hidrólisis, son las pectinesterasas (también
llamadas pectasas y pectin-mneal ~ La desesterificación de 1. pectina produce











Figura 4 1 3a> Reacción de la - > (PE)fr
2 enzimas que rompen la cadena a. son las despohmerasas. Estos






























Figura 4 1 3b> Reacción de las bidrolasals (po PO»
Las poligalacturonasas tienen a los como mejor susarato para sta acción, mientras que








































CapUn/o 4. AplicacIón para la Inactivactón cte fa pectinesterasa del zumo de naranja>
4.1.4- Pectinesterasas en cítricos
Las pectinesterasas son biosintetizadas por plantas superiores, hongos y algunas bacterias. Las
de frutos son las mejor estudiadas, encontrándose múltiples formas moleculares e isoenzhnas.
La acción pectinesterásica fre ya estudiada por Frémy en 1840, que observó que al adicionar
zumo de zanahoria a una solución de pectina se formaba un gel. El gel se debía a la hidrólisis
de los ésteres de la pectina seguida de la precipitación como pectato cálcico.
Los cítricos, junto con el tomate, son los frutos que presentan mayores cantidades de
pectinesterasa (Versteeg y col., 1978). El ablandamiento de los tejidos del fruto durante la
maduración y el almacenamiento se ha asociado con la acción de la pectinesterasa, más que a
la acción de los otros enzimas pécticos.
La calidad de los zumos de cítricos depende de las reacciones enzunáticas que ocurren no
sólo durante el desarrollo y maduración del fruto, sino también durante el procesado y
almacenamiento del zumo. Cuando un zumo se obtiene por expresión del cítrico, los enzimas
son liberados de los lugares donde normalmente se encuentran. Varios de estos enzimas
catalizan reacciones adversas que afectan al sabor y apariencia del zumo, en general a su
calidad. La pectinesterasa es el enzima que más afecta al empeoramiento de la calidad del
zumo.
Al comienzo del desarrollo de la industria de procesado de zumos de cítricos se reconoció la
clarificación en zumos embotellados y enlatados como resultado de la acción de
pectinesterasa que no había sido inactivada por medio de la pasterización, normalmente
realizada a 70 <‘C 1 mm (Ting y Rouseff, 1986).
La pectinesterasa se encuentra asociada con elementos estructurales del fruto. Según
Bruemmer (1980) no existía actividad en el zumo filtrado, pero encontró 58, 44 y 28 unidades
de actividad pectinesterásica por kg de tejido seco en flavedo, albedo y pulpa






























C’op/¡uto 4. Ap/Jaretón para fa inactivaclón de ¡a pectineslerasa del zumo de naranja
vesículas (pulpa) y la menor en el sobrenadante del zumo centrifUgado, siendo la actividad del
zumo proporcional a su contenido en pulpa (Ronse, 1951; Rouse y col., 1954). Jansen y col.
(1960) mostraron que la pectinesterasa está unida a las paredes celulares formando un
complejo enziina-sustrato con la pectina. Conforme la pectinesterasa actúa sobre la pectina,
desesterificándola, el enzima va pasando al medio desde la pared hasta llegar a un equilibrio.
Sin embargo el enzima soluble es un 20% más activo que el unido a la pared.
4.1.4.1- Isoenzimas
Actualmente se conocen varias formas de pectinesterasa de cítricos que difieren en sus
propiedades cinéticas y termoestabilidad (Versteeg, 1979). Algunas de las inegularidades
para la inactivación térmica de la pectinesterasa y la estabilidad de la turbidez pueden
atribuirse a la acción de diferentes formas de pectinesterasa.
Se han encontrado formas múltiples de pectinesterasa de cítricos. Evans y McHale (1978)
caracterizaron dos isoenzimas en naranjas y limones, el primero de ellos lo encontraron en la
piel y el segundo en las vesículas y carpelos. Versteeg y col, (1978) también partieron de
pulpa y piel de naranjas, llegando a caracterizar dos isoenzimas (PEI y PEH). Los trabajos de
Rombouts y col. (1982) llegaron a aislar PEil únicamente de la piel, pero FBI se encontró
también en carpelos y vesículas. Ambos tenían un peso molecular de 36200, pero PEI era dos
veces más activo. PEI tenía una actividad óptima a pH 7,6 y PEII a 8,0. Posteriormente,
Versteeg (1979) aisló un tercer isoenzima (HM-PE) y comprobó que era más termoestable
que PEI y PEII, de 54000 de peso molecular y con un 5% de la actividad total. También pudo
separar HM-PE en tres fracciones, siendo el isoenzima HM-PEII el que contenía el 85% de la
actividad. En total se llegaron a aislar 12 isoenzimas de pectinesterasa en zumo de naranja, si



























Capitulo 4. Aplicación para la inactivación de la pectineslerasa del zumo de naranja.
4.1.4.2- Estabilidad de los isoenzimas
La actividad pectiinesterásica de naranja se pierde solamente en un 15% tras dos aflos si se
conserva a 4 oc en NaCí O, 1M y tampón fosfato a pH 7,5 (Versteeg, 1979). A 30 oc PH era
estable 24 h a pH 4 y 7, pero PEil sólo lo era durante 6 h a pH 4. Sin embargo, HIM-PE era
activo tras 15 días de almacenamiento.
Experiencias sobre la estabilidad térmica llegaron a la conclusión de que a pH 4, PEil era la
menos estable al inactivarse a 55 0C. PEI se inactivaba a 65 0C y HM-PB a 85 0C. Según
Kiinball (1991), la temperatura de pasterización nonnalmente empleada para el zumo de
naranja (alrededor de 66 0C) ha de elevarse hasta 88 0C durante un tiempo no inferior a 10-15
s para evitar la acción de los enzimas; en el zumo de limón la temperatura puede bajarse hasta
74 0C por su alto contenido en ácidos, Según Versteeg (1979), PEI y PEII poseen el 90% del
total de la actividad clarificante del zumo a 30 oc, sin embargo, a 5 0C PEI solamente
consevaba un 1% de su actividad a 30 oc y no se obsevaba una clarificación significativa
hasta la cuarta semana, excepto por la causada por la HM-PB, que si permanecía activa,
Según Ting y Rouseff (1986) la temperatura de pasterización ha de elevarse hasta 90 oc lii s
o temperaturas mayores con menores tiempos. Seymour y col. (1991a y b) purificaron y
caracterizaron dos fonnas de pectinesterasa, la termoestable (TS-PE) y la terinolábil (IL-PE)
distinguiéndose por su inactivación a 70 0c durante 5 mm. Según Snir y col. (1996) la
inactivación de la TL-PE se consigue a partir de 2 mm, no variando la actividad tota! en
calentamientos de tiempos menores o iguales a 10 miii.
Wicker y Temelli (1988) estudiaron la cinética de unactivación de la pectinesterasa del zumo
de naranja cuando era sometida a un tratamiento térmico, observando un comportamiento no
lineal debido a la existencia de fracciones de enzima con diferente termoestabilidad, si bien la
velocidad de inactivación podía acomodarse a una cinética de orden 1. Sin embargo,
anterionnente, Marshall y col. (1985) observaron que la cinética de inactivación del enzima
dependía de la cantidad de sólidos solubles en el zumo, cuantificada como 0Brix, entre 10 -
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.
sigmoidal. Los estudios sobre la inactivación de la pectinesterasa se han realizado en su
mayoría sobre tratamientos térmicos a presión atmosférica, incluso se han realizado estudios
sobre la inactivación con CO2 supercritico; sin embargo, no se han encontrado referencias que
traten de acomodar los resultados de inactivación a una cinética cuando los tratamientos se
realizan mediante la técnica del CO2 supercrítico.
4.1.4.3- Estabilidad de la tarbidez y actividad pectinesterásica 1>
yVersteeg (1979) concluyó que HM-PE era el isoenzima responsable de la desestabilización /
del zumo de naranja durante el almacenamiento y que la estabilización de la turbidez se
consigue por calentamiento a 90 oc i niin para inactivar este isoenzima. Sin embargo, la alta
451~
temperatura del procesado produce sabores desagradables en el zumo (Kew y Veldhuis,
1961). Además, aunque representen las menores fracciones de la actitividad pectinesterásica
¡453
del total del fruto (Rombouts y col., 1982; Versteeg, 1979; Seymour, 1991a; Wail<er, 1992),
5 45
estas formas son las más activas en zumos mantenidos a 4
0C, siendo necesaria su
inactivación (Versteeg, 1980; Seymour, 1991b). También, Versteeg y col, (1980) advierten de
It.
¡ Sila posible desestabilización de la turbidez a pesar del almacenamiento a temperaturas bajo k
cero pero superiores a -20 0C, incluso en concentrados. U1
4.2- MATERIALES Y MÉTODOS
~Si
4.2.1- Preparación de la muestra
42.
¡5
Previamente a cadatratamiento, las naranjas procedentes del comercio (4 Kg) se exprimían en
34¡>5>
un exprimidor doméstico Braun Citromatic de 50 Hz. El zumo se hizo pasar por un tamiz de 1 ~44-~<5
.42
5442-4- 45
mmi de luz de malta para eliminar fragmentos groseros de pulpa y evitar la aparición de 4>






Parte del zumo obtenido se utilizaba para realizar los diferentes tratamientos. El resto del
zumo se conservaba a 4 oc y se utilizaba como control para los posteriores análisis a realizar
en el mismo día. Las muestras se congelaron a -20 oc para prolongar su conservación en el
caso de que fuera necesano.
4.2. 2- Efecto sobre el zumo de naranja del tratamiento con dióxido de carbono en
condiciones supercríticas
Los tratamientos se llevaron a cabo utilizando el extractor de fluidos supercríticos
semipreparativo LDC Analytical modificado (apartado 2.4.2). Se realizaron en modo
estático y sin obtención de extracto. La figura 4.2.2 representa el equipo tal como fue
modificado para los tratamientos del zumo de naranja. La celda fue la comúnmente
utilizada para la extracción a partir de sólidos con las válvulas cerradas para la realización
de tratamientos estáticos.
El zumo se sometió a las siguientes condiciones de temperatura, presión y tiempo:
53-5































- 40 y 60 oc,
- 6,9; 20,7y34,5 MPa,
- 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 minutos,
- 120 y 180 mm a 34,5 MPa y 60 0C con el fin de someter la pectienesterasa a las
condiciones de inactivación más severas.
Posteriormente se realizaron los análisis junto con el control, que fue el zumo recién
exprimido sin someter al tTatazrnento supercrítico.
CapItulo 4. Aplicación para la inacth’ación de lapeclinesterasa del zumo de naranja.
Figura 4.2.2. Esquema del extractor supererítico sernipreparativo















4.23- Determinación de la actividadpectinesterásica ‘Si
--í 41->
‘4-
La actividad pectinesterásica (APE) de los zumos controles y los sometidos a condiciones
supercríticas se detenninó por valoración (Ronse y Atkins, 1955). Para evitar errores por
exceso en la valoración, el dióxido de carbono de la muestra se ehminaba bajo coniente de
N2. SI
--5
Se utilizó como sustrato 30 mt de una solución de pectina de cítricos altamente metoxilada
(Sigma Chemical Co.) al 1% en solución acuosa con NaCí 0,1M y NaN3 lniiN’1, agitada ¡Si~
constantemente a 30
0C. El pH de esta solución se ajusta a 7,50 (óptimo de actuación del
enzima) con disoluciones de NaOH y Hcl. La adición de la muestra (2-5 mL) provoca la
liberación de inetanol y grupos carboxilicos procedentes del sustrato en exceso. La APE se
calcula a partir del volumen de NaOH 0,0 lN consumido para neutralizar los grupos
carboxílicos producidos en un tiempo de 5 mm. Se define 1 UPE (unidad de actividad ~~Si-~4
-5—
pectinesterásica) como la cantidad de enzima que libera 1 iimol de grupos carboxilicos por <¡~,
mmuto en las condiciones estándar de ensayo. La APE se suele dar como UPE por unidad de
volumen de muestra en mL y se calcula mediante la siguiente fórmula:
4-4 —1
UPE _ (mL NaOH) (N NaQEZ) (1O~) (4.1)
mL — (mm) (mL zumo)
4 ~4-fi4$
¡ $
4.24- Medida de la turbidez
El zumo se sometió a las siguientes condiciones:
Si~4-
- temperaturas de 40, 50 y 60 0C,
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El tiempo de tratamiento fue de 1 h. Tras el tratamiento el zumo era extraído con la presión
propia de la celda. También se realizaron tratamientos en los que se despresurizó la celda
previamente a la extracción del zumo.
En el mismo equipo se realizaron tratamientos a 40, 50 y 60 0C durante 1 h a presión
atmosférica para la realización de controles ténnicos. También se sometió el zumo a presión
subetitica (5,5 MPa) y temperatura ambiente durante un tiempo mínimo como control en la
variación de turbidez sin inactivación de pectinesterasa.
La medición de la turbidez se realizó según el método de Versteeg y col. (1980). El zumo se
centrifugó a 320xg durante 10 miii. El sobrenadante se virtio en cubetas de 1 mm de espesor y
se midió la absorbancia a 660 nm frente a un blanco de agua destilada en un
espectrofotómetro Beckman modelo DUt7O.
El cálculo de la precisión del método de medida se realizó a través del cálculo de la
desviación estándar relativa de triplicados de muestras. Se realizaron quintuplicados durante
dos días de una misma muestra ya centrifugada para comprobar la estabilidad de la turbidez
de los preparados.
4.2.5- Medida delcolor
El color es uno de los atributos de calidad más a considerar en Ja apariencia o aspecto de los
alimentos, En concreto, se ha observado anteriormente que el color de los zumos de naranja
sufre variaciones al ser sometido a tratamientos supercriticos, si bien, estos resultados son
difícilmente interpretables (Balaban y Arreola, 1991).
El color se midió según el método de Gonzáles y col. (1990). Previamente se centrifugó el
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sobrenadantes en el espectrofotómetro, acopiado a un ordenador con velocidad de registro de
2400 mulmun, equivalente a registrar un dato de absorbancia cada 2 mm. Las medidas se
realizaron por quintuplicado para el estudio de su precisión. El método de Gonzáles y col, se
fiuindamenta en el la CJE, mejorando el tiempo de análisis de las muestras. Se realiza un
registro y procesamiento de datos con ordenador, se consigue el control de un alto número de
muestras en un tiempo coito y, además, el análisis de los atributos cromáticos de los muestras
estudiadas es más eficiente, cómodo, preciso, exacto que otros utilizados anteriormente y
permite un mejor entendimiento de los resultados. Este método ha sido utilizado con éxito por
Gonzáles (1990), Gonzáles y col. (1990>, y Gómez-Cordovés y González-Saniosé (1995).
Posteriormente se calcularon los parámetros cromáticos, que son la intensidad, tonalidad,
brillantez, longitud de onda dominante y pureza de cada muestra. Estas variables se definen
de la siguiente manera (Gonzáles, 1990):
intensidad, es el área entre la curva de absorbancias y el eje de longitud de onda desde
400 hasta 600 nm,
tonalidad, es la pendiente de la curva de absorbancias en el rango de 450 a 500 nm,
por regresión lineal simple,
brillantez, es la cantidad de gris que condene un color, dentro de una escala
comprendida entre el negro y el blanco,
longitud de onda dominante, es el matiz de color tal como rojo, verde, azul, etc.,
pureza, corresponde a la variación que tiene un color cuando al permanecer invariable
el tono se va aclarando paulatinamente.
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4.2 6- Efecto del almacenamiento sobre la turh¡dezy color
Se llevó a cabo un estudio de la variación de la turbidez y del color durante el
almacenamiento de zumos sometidos a los siguientes tratamientos:
1. almacenamiento a 4 0C,
- control (zumo no tratado),
- 27,6 MPa y 40 0C durante 1 h, extrayendo el zumo a presión, u
- 27,6 MTPa y 50 0C durante 1 h, extrayendo el zumo a presión,
2, almacenamiento a temperatura ambiente,
- control (zumo no tratado),
- 34,5 MIPay 60 oc durante ib, extrayendo el zumo a presión,
- ~ p,jy~ a temperatura ambiente dwwitc el ~ núdmo necesario para su ‘ 5>
posterior extracción a presión. Ifl.J>AtjJt~ , Si
1-II
54-455!4.3- RESULTADOS Y DISCUSIÓN
4,3.1- Efecto del tratamiento con dióxido de carbono supercr(fico sobre la
¡nactivación depectinesterasa de zumo de naranja 4>
El estudio de la precisión del método de valoración de la APE, tras realizar valoraciones por Si
quintuplicado, ofreció valores de desviación estándar relativa <9%,
I’>
Las tabla 4.3.1 presenta los resultados de APE de los zumos antes y tras el tratamiento
supercritico para las condiciones estudiadas.
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6,9 NIPa 20,7 MPs 34,5 MPs atniosf’. 6,9 NIPa 34,5 MiPs
0 1,21 1,20 1,19 1,15 1,20 1,20
1 1,05 1,20 1,15 0,80 0,30 0,25
10 1,10 1,25 0,90 0,30 0,30 0,25
15 1,10 1,15 0,95 0,30 - 0,25
20 1,05 1,00 0,90 0,30 0,30 0,25
30 1,00 0,80 0,75 0,30 0,25 0,20
45 1,00 0,70 0,60 0,30 0,25 -
60 0,75 0,50 0,35 0,30 0,25 0,15
90 0,65 0,45 - - 0,20 0,15
120 0,55 - - - - 0,20


























Se observó que los tratamientos a 60 oc fueron los más enérgicos; sin embargo, también se
observó que la presión era un factor a tener en cuenta, ya que los tratamientos a presión
atmosférica a 60 0C sufrieron una menor inactivación de la pectienesterasa. A presión
atmosférica y 60 0C la unactivación es más lenta que a cualquiera de 1-as presiones de estudio,
ya que al cabo de 1 miii la actividad se ha reducido solamente a 0,80 UPE/mL, mientras que
en los tratamientos supercríticos llega a ser de 0,20 UPE/mL, pudiéndose considerar valores
de +0,05 como elTor del propio método de medida. Los tratamientos realizados a 60 0C
dejaron una actividad residual de 0,20 ±0,05UPE/mt causada por la pectienesterasa
tennonesistente (la inactivación se consiguió totalmente en ensayos realizados a 90 oc y
presión atmosférica).
En los estudios realizados a 40 0C se pudo adecuar al orden cero la cinética de unactivación
mediante análisis por regresión lineal simple, siguiendo la ecuación:
Tabla 4.3.1. Actividad pectinesterásica (UPEImL) de
con dióxido de carbono supercritico (SC-CO
2).
los zumos antes y tras los tratamientos
Capitulo 4 Aplicación para la inactivación de lapectinesterasa del zumo de naranja.
APE¡rnL=APE6 /rnL—Kt
donde: APE0 APE inicial expresada como UPE,
K = constante de velocidad expresada en UPE/(niL~niun),
t = tiempo en minutos.
Los resultados obtenidos para la cinética de unactivación fueron los indicados a continuación:
-40
0C y 6,9 MPa: APE/mL = -0,00509t + 1, 1288, r2 = 0,9210;
- 40 0C y 20,7 MPa: APE/mL = -0,01033t + 1,2401, ¿ = 0,9023;
-40 0Cy 34,5 MiPa: APE/mL=-0,14204t+ 1,20501,?0,9715.
Se puede observar, también, el efecto dependiente de la presión sobre la inactivación
pectinesterásica, ya que la constante de velocidad de inactivación aumenta progresivamente
(en valor absoluto) al aumentar la presión del tratamiento, siendo la alcanzada a 20,7 MPa el
doble que a 6,9 MPa, y a 34,5 MIPa llega a iriplicarse. Éste un hecho que satisface las
espectativas para conseguir efectos de inactivación con empleo de menores temperaturas de
calentamiento. Sin embargo, los tratamientos no son tan drásticos como los que se realizaron


























4.52- Efecto del tratamiento con dióxido de carbono supereritico sobre la
¡nodflcación de la turbidez del zumo de naranja
Los resultados tras la medición de la turbidez de una misma muestra durante dos días se
presentan en la figura 4.3.3a (del apartado 4.3.3). Se observa que la turbidez de los zumos tras
la centrifugación es muy estable tras dos días de mediciones, ya que la desviación estándar
relativa conseguida es <1,5%, del mismo modo que esta turbidez no impide una muy buena
repetibilidad de los resultados. La razón de la estabilidad se explica ya que tras la
CapItulo 4. Aplicaciónpara la inactivación de lapectinesierasa del zumo de naranja.
centrifugación disminuye la concentración de pectinesterasa en el sobrenadante,
disminuyendo su actividad.
La precisión del método al realizar triplicados de un zumo ofreció un valor de desviación
estándar relativa <1,5%, siendo un método muy preciso (figura 4.3.3b, del apartado 4.3.3).
Se observó un aumento generalizado de la turbidez del zumo de naranja tras los trataniletitos
supercriticos. El aumento no se producía en los tratamientos térmicos a presión atmosférica.
La tabla 4.3.2 presenta los resultados de absorbancias a 660 nm de los zumos antes y tras los
tratamientos en las condiciones indicadas. En todos estos casos el zumo se extrajo a presión
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Capitulo 4. Aplicación para la inactivación de la peclinesterasa del zumo de naranja.
Sin embargo, aumentó también la turbidez en los zumos que no eran sometidos a presiones
leves (5,5 Mpa) y a temperatura ambiente. El aumento en la turbidez de los zumos no se
produjo cuando éstos eran extraidos del equipo tras la despresurización de la celda (a presión
atmosférica) a pesar de haber sido sometidos al tratamiento supercrltico (ver también el
apartado 4.3.4).
Por lo tanto, el aumento de la turbidez no se debe al tratamiento superciitico sino a las fuerzas
de cizallan-iiento que se producen mediante la despresurización. Estas fuerzas provocan una
disgregación de las partículas del zumo en partículas más pequeñas y numerosas que se
mantienen más tiempo en suspensión, aumentando la turbidez del zumo y disminuyendo la
formación de precipitados. En conclusión, el aumento de turhidez del zumo no es dependiente
de la presión y la temperatura del tratamiento supererítico a que se ha sometido sino que
depende de las fuerzas producidas al realizar la despresurización simultáneamente a la
obtención del zumo una vez tratado.
4.3.3- Efecto del tratamiento con dióxido de carbono supererítico sobre la
mod~flcación del color delzjitno de naranja
Se realizaron los cálculos de precisión del equipo y delmétodo al igual que en la medida de la
turbidez (apartado 4.3.2). Los resultados, representados en las figuras 4.3.3a y 4.3.3b
respectivamente, fueron igualmente satisfactor os.
La figura 4,3.3c muestra los espectros de absorción UVIVIS de un control, dos zumos
sometidos a condiciones supercriticas (obtenidos simultáneamente, SC+FC, o tras la
despresurización de la celda, SC) y de un ziuno presurizado a 5,5 Mpa, FC.
Los zumos tratados con dióxido de carbono superoritico y extraídos a presión (SC+FC)
ofrecieron valores de absorbancias mayores que los controles en todo el espectro de
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smo una pérdida de transmitancia debido a la mayor presencia de particulas suspendidas en el
zumo. Sin embargo, entre 400 y 600 nm se aprecia que se produce un aumento de la
absorbancia que no se corresponde únicamente con un simple aumento de las particulas en
suspensión, sino que es debida a la modificación del color. Las mayores aborbancias en estas
longitudes de onda producen un viraje de color desde el naranja (control) hasta el amarillo
(zumo tratado) fácilmente apreciable bajo un examen visual. La figura 4.3.3d muestra una
fotogralla de un zumo antes del tratamiento y de otro zumo tratado del modo SC+FC.
El tratamiento a 5,5 MIPa y temperatura ambiente (FC) produjo resultados similares a los
anteriores. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los zumos tratados y
extraidos a presión atmosférica (SC) y los controles. Las causas de estos resultados son las
mismas que las expuestas para la modificación de la turbidez (apartado 4.3.3), es decir quela
ausencia de frerzas de cizallamiento evita la formación de más partículas suspendidas, no




























La tabla 4.3.3 ofrece los resultados obtenidos para los controles y los tratamientos realizados.
Se observa que, tras los tratamientos, se produce un aumento en los valores de pureza e
mtensidad, no se produce diferencias significativas en los valores de longitud de onda
dominante, y disminuyen los valores de brillantez y tonalidad. Estos resultados se achacan al
aumento de la turbidez y no a un cambio de color, excepto los resultados de la tonalidad, que
reflejan el cambio del naranja (controles) al amarillo (tratados).
Los resultados obtenidos difieren a los obtenidos por Balaban y Arreola (1991) ya que no se
observaron diferencias dependientes de las condiciones de temperatura y presión de
tratamiento sino de la forma de obtención del zumo una vez tratado para la inactivación de la
pectmesterasa.

tratamiento supercrítico y posterior obtenciónTabla 4.3.3a. Influencia en la brillantez del



































Tabla 4.3.3b. Influencia en la pureza del tratamiento supercrítico y posterior obtención
del zumo a presión.
Temperatura (0C)
Presión (MiPa) 40 50 60
control SC-CO, control SC-CO, control SC-CO,
atmosférica 32,28 31,17 32,28 35,98 32,28 32,61
6,9 49,28 91,89 26,30 87,28 47,84 88,91
13,8 30,09 93,19 51,23 98,76 33,37 97,95
20,7 47,48 88,05 47,48 94,27 47,48 95,74
27,6 53,22 95,28 53,22 90,73 43,07 8401
34,5 38,39 89,29 38,39 96,89 43,07 42,18
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2 control SC-CO2 control SC-CO2
atmosférica 580,2 579,3 580,2 579,8 580,2 578,8
6,9 579,1 585,8 579,5 583,6 581,1 584,6
13,8 579,6 586,8 581,3 592,6 579,2 589,8
20,7 575,4 584,9 575,4 587,4 575,4 585,3
27,6 574,9 587,1 574,9 586,5 577,6 588,3
34,5 580,5 585,6 580,5 589,6 577,6 587,0
Tabla 4.3.3d. Influencia en la intensidad del tratamiento





2 control SC-CO2 control SC-CO2


















Cap¡litIo 4. Aplicación para la inactivación de lapectinesterasa del zumo de naranja
Tabla 4.3.3e. Influencia en la tonalidad del tratamiento supercrítico y posterior obtención
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Capitulo 4. Aplicación para (a inactivación de lapeclinesterasa del zumo de naranja
4.3.4- Modticación de la turbidez y color del zumo de naranja durante el fi
almacenamiento
-Si
Las figuras 4.3.4a y b muestran fotograflas de los zumos conservados a 4 0C tras un día y una .
semana, respectivamente, del tratamiento con CO
2 supercrítico. Se observa que tras un día -‘-4=4-fi fi’
todas las muestras han clarificado parcialmente. La turbidez del clarificado es mayor en los
dos zumos tratados que en el zumo control debido al aumento del número de menores
partículas en suspensión. Además, se observa que el volumen de precipitado es menor en los
zumos tratados, ya que parte de éste aún se conserva en suspensión, y su aspecto es más
gelatinoso. Las observaciones realizadas tras una semana de almacenamiento desde el
tratamiento sirvieron para marcar más las diferencias entre el zumo control y los tratados.
4’-Si~Si>fi{53
Respecto a los zumos almacenados a temperatura ambiente se realizaron medidas de turbidez
durante 15 dias, tras los que los zumos presentaban ya un deterioro que imposibilitó la
realización de posteriores medidas. Los resultados se representan en la figura 4,3.4c, En los ,-~‘Si
<>6<
tres casos estudiados se observó un aumento de turbidez al cabo de un día, debido -
-5 ¡
probablemente a la actuación de otros procesos enzimáticos que producen un aumento del
número de partículas estables en suspensión (poligalacturonasas y pectfn-liasas), con el ¡ Si
consiguiente aumento de la turbidez.
Si-
A partir del cuarto día de almacenamiento, el zumo que no fue sometido a ningún iratamiento >1
4-’
recuperé el valor inicial de la turbidez y ésta siguió perdiéndose lentamente hasta el día 15.
Hay que tener en cuenta que la turbidez inicial en los controles es baja, con lo que la 4-)
disminución que se produce durante el alimacenainiento es poco pronunciada.
-5-4;
Los zumos que suflieron las fuerzas de cizallamiento (SC+FC y FC, figura 43.4c), <fi
producidas por la salida del dióxido de carbono a presión, alcanzaron valores iniciales de 4-4-4-4- 41
56
turbidez sensiblemente mayores a los controles, tal como ya se ha indicado en el apartado <-4’
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;
El zaino piesutizado (FC, figura 4.3.4c) sufrió una rápida pérdida de turbidez desde el día 1
hasta el día W, ya que el aumento de la turbidez ¡te compensado posteriormente por la acción
de la pectinesterasa, que conservaba plenamente su actividad. Posterionnente, la clarificación
se desalTolló más lentamente,
El zumo sometido a condiciones supercr!ticas (SC + FC, figura 4.3.4c) mantuvo estables los
valores de tubidez hasta el día 10 debido a la baja actividad pectinesterásica. Una posible
reacitvación del enzima (Balaban y Areola, 1991) fue la causante de la pérdida de turbidez
entre los días 10 y 15. De este modo se comprueba que semejora la turbidez de un zumo con
el tratamiento de presión, si bien es la inactivación de la pectinesterasa llevada a cabo con el
dióxído de carbono supercritico la que pennite una estabilización de estos valores elevados de





la. El análisis de la grasa láctea por cromatografiEl líquida de alta eficacia junto con el
análisis por GC de los ácidos grasos de las fracciones procedentes de la separación
por HPLC premitió la estimación de 181 especies moleculares, 30 de ellas
identificadas por primera vez, debiéndose destacar la presencia de 10 triglicéridos
con un número impar de carbonos y 3 con un ácido graso de cadena ramificada.
2a~ La comparación en la composición triglicérica de la grasa de leche de oveja, cabra y
vaca, pone de manifiesto que la de oveja es la más enriquecida en triglicéridos
saturados de media, la de vaca en triglicéridos de cadena larga saturados y la de cabra
en triglicéridos saturados de cadena media.
3a La adición de un soporte sólido e inerte que aumente la superficie de contacto y evite
la formación de canales preferenciales es necesario para mejorar el rendimiento de las
extracciones y, sobre todo, la extracción selectiva de colesterol.
4a Las condiciones de 14,5 MPa y superiores en presencia de bolas de vidrio son las que
proporcionan una mayor reducción de colesterol en la nata (75%)
independientemente de la temperatura. La mayor selectividad se consigue a la
densidad de 0,7 gImL y temperatura de 60
0C.
5a, La espectroscopia de ‘3C-RMTN ha demostrado ser una técnica de utilidad por ser
complementaria a las técnicas cromatograficas usadas en la presente memofltt
6~. El detector de masa a 30 oc y 121 kPa es adecuado para el análisis cuantitativo por




Y. La mayor selectividad en la extracción de escualeno respecto a los esteroles en los
destilados analizados se consigue a bajas presiones (10 - 20 MPa) y altas
temperaturas (60 y 50 0C), si bien, densidades muy bajas (0,29 - 0,39 g/mL)
conducen a bajos rendimientos de la extracción.
ga, La inactivación de la pectinesterasa responde a una cinética de orden cero, siendo la
constante de velocidad directamente proporcional a la temperatura y presión del
tratamiento con CO
2 supercrítico.
Y. El aumento de la turbidez y la variación de color de los zumos tratados se debe a la
aparición de fuerzas de cizallamiento en el caso de que la obtención del zumo sea
simultánea a la despresurización. La variación de la turbidez y el color, en las
condiciones estudiadas, es independiente de la presión y la temperatura del
tratamiento,
loa. La inactivación de la pectinesterasa junto con la obtención del zumo
simultáneamente a la despresurización contribuye a preservar el aspecto del zumo
durante el almacenamiento, ya que, a temperatura ambiente, se consigue un aumento
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20 OPTIoN BASE 1
30 N 30: TNPUT “NUMERO YNOMBREDELAFRACCION”; 5<, X$
40 DIM As(N), D(N, 2), AGT(N), CONC(N, 2), 17(N), PAG(N)
50 PR>INT ‘ - INDICA EL AREA DE LOS SIGUIENTES ACDOS GRASOS”
60 PRJiNT “EN NUMERO DE CUENTAS”
70 FOR 1 1 TO N: READ A$(I), D(I, 1), D(I, 2)
80 PRTNT A$(I), D(I, 1), D(1, 2): INPUT “AREA”; AGT(I)
85 NBXT 1
92 CLS : Y x * 40/60 + 13 + 1/3
93 INPUT “AREA DEL PATRON INTERIÑO EN NUMERO DE CUENTAS”; API
94 INPIJT “CONCENTRACION DE PATRON INTERNO”; CPI
95 ECNmjn = (LOG((Y - 2.8297) /2.8297)! LOG(10) + .81143 - .0289) ¡ .06025
96 ECNrnax (LOG((Y - 28297 + 2/3) /2.8297)/LOG(10) + .81143 + .0289)/.06025
109 FORI= 1 TON
110 IP 1 1 THENF(I)= 238: 0010 118
111 ff1 2 TREN F(I) >476: 0010 118
112 IP 1 = 3 TREN F(I) .623: GOTO 118
113 fF1 =23 THIENF(I) .914: GOTO 117
114 IP 1 = 25 TI-liEN 17(1) .868: 0010 117
115 1117 1 27 TREN F(1) .87 ELSE F(I) = 1
1117ff 1 = 23 OR 1 = 25 OR 1 = 27 TREN CONC(1, 1) AGT(I) * CONC(15, 1) ¡ (AGIOS) *
17(I)): COTO 119
118 CONC(I, 1) AGT(1) * CPI 1 (API * 17(1))
119 NEXTI
140 CLS
150 FORI= 1 TON
155 POR J=I TON
160 POR 10 = STO N
163 TRGO(J) = D(I, 1) + D(J, 1) + D(I0, 1): TRGO(2) D(I, 2) + D(J, 2) + D(I0, 2)
165 ECN = TRGO(1) - 2>12448 * TRGO(2)
170 IP ECN > ECNmin ANIS ECN <ECNmax TREN CONC(1, 2) CONC(1, 1): CONC(J, 2) =




182 Z$ “B:\FV’ + X$: OPEN “O”, #], Z$
183 FOR 1 = 1 TO N: WRITE #1, A$(I), D(I, 1), D(I, 2), AGT(I), CONC(I, 1), CONC(I, 2),
F(I): NEXT 1
184 WRITE #1, API, CH
185 GLOSE 1
210 TCONC = O
220 FOR 1= 1 ION: TCONC = TCONC + CONC(I, 2): NEXT 1
230 FOR 1 = 1 TO N: PAG(I) = (CONCQ, 2)! TCONC) * ¡00
240 NEXT Y
241 LPRINT” FRACCION”; X;” ELUCION A LOS”; Y; “MINUTOS”
300
.5-5
____ -— . . .-. .-. -- . ‘— .- rr
242 LPRINT” ECNm¡n=”; ECNmin;” ECNm &, ECNmax
243 LPRIINT “AREA DE PATRON INTERNO “,API,” CONCENTRÁCION DE PATRCY44
INTERNO: “; CPI
250 LPRINT: LPRJNT “TRIOLICERIDO”; TAB(33); “NC”; TAB(39>; WDEII. TAB(46k
“ECN”; TAB(57); “%“; : LPRINT
260 FOR 1 = 1 TO N
270 FOR J = 1 TO N
280 FOR 10 .1 TO N
290 TRG$ = A$(J) + A$(J) + A$(10)
320 117 J ITHEN 360
330 IF 10 J THEN RES = (PAG(I) * PAG(J) * PAG(10)) /(1000<)) ¡tSE RES (PAQ<T) *
PAG(J) * PAG(I0) * 3)/(10000): (lOTO 370
360 lE 10 = J THEN RES = (PAG(l) * PAG(J) * PAG(I0) * 3)/(10000) ELSE RES (PAC)(I)
* PAG(J) * PAG(l0) * 6)/(10000)
37OIFRES<l THEN4IO
375 ECN = (D(l, 1) + D(J, 1) + D(l0, 1)) -2>12448 * (DQ, 2) + D<J, 2) + DQO, 2>)
380 IF ECN < ECNmIn OR ECN> ECNmax TREN 410





440 DATA “C4:0 “,4,0,”C6:0 “,6,0,”C8 O “,S,0,”CIO:0 ,10.0$CIO:I e,I0,17C120 tIZO
450 DATA “C13:0 “130040 “,14,0,”C14 1 ~,I4,l,Ri.Cl5:0~,t5,O,~4Ai~CI50tl$.O,tlS:O
“, 15,0
460 DATA “CIS:l “45,1,“¡—C16:O “,ió,0,”CIÓ:0 #160MC16:l ~.l6,I,Cl6 I(fl.)”,16,i,’i.
C17:0 “.17,0
470 DATA “ai-C17:0 “,17,0,”C17:0 “,17,0,”C17 1 “,I7,1,’~Cl8 O tlS,0$CIS:l(O) Ufl¿)
480 DATA “CíE: 1(V) “,í8,I,”C18:2(L) “,18,27C19 O “,l9,O7CIS:3(I&n> ,1L3




20 OPTION BASE 1
30W = 30: INPUT “NUMERO Y NOMBRE DE LA FRACCION’. X, X$
40 DIM AsíN), D(N, 2), AGT(N), CONC(N, 2), P(N), PAG(N)
50 PRINT” - INDICA EL AREA DE LOS SIGUIENTES ACIDOS CRASOS’
60 PRINT “EN NUMERO DE CUENTAS”
70 POR 1 1 TO N: READ A$(l), D(l, 1), 0(1,2)
80 PRINT A$(I), 0(1, 1), D(I, 2): INPUT “AREN’; AGTQ)
85 NEXT l
92 CLS : Y = x * 40/60±13 + 1/3
93 INPUT ‘AREA DEL PATRON iNTERNO EN NUMERO DE CUENTAS’. API
94 INPUT “CONCENTRACION DE PATRON INTERNO”; CM
ECNmin (LOG((Y - 28297>/ 2>8297)1 LOG{IO>- 720%- 0151)101919







IF 1 = l THEN F(1)
IF 1 = 2 THEN F(1)
= 238 (lOTO lIS
=476 (lOTO lIS
112 IF 1 = 3 TREN F(1) = 623 (lOTO lIB
113 IP 1 = 23 TREN F(I) .914: (lOTO 117
114 IP 1 = 25 THEN F(I) 868: (lOTO 117
115 IP 1 = 27 TI-LEN P(I) 87 ELSE F(I)
117 IP 1 = 23 OR 1 = 25 OR 1 27 TREN CONC(I. 1) AGT(I> * CONC(IS. 1>/(A01415)tF(1)): COTO ¡19





160 POR 10 = J TO N
165 ECN = (0(1, 1) + D(J, 1) + DOC, 1)) -2 [4747* <¡XI, 2) + EX>. 2) + ¡NI .2»
170 IP ECN > ECNrnin ANO ECN < ECNmaX TREN CONCO. 2) ~ONCQ1> C’ONC(J, 2>




¡82 Z$ “[3 \PV’ + X$- OPEN “O”. al. 21$
183 POR 1 1 TO N WRITE $11. A$(IX 0<1. It ¡XI. 2>. AGTUt CONCO. [>,CONC(L2~
F(l) NEXT ¡
184 WRITE fI, API. CPI
185 CLOSE 1
210 TCONC =0
220 POR 1 1 TO




N TCONC TCONC + cONttL 21 ?4EXT ¡
N PAG(t) - (CONC(I. 2)1 TtONc) 1W
FRÁCCION”, X;”
ECNmiW~ ECNmift,
ELUCION A L&St Y, ‘MINUTOS’




243 LPRINT “AREA DE PATRON INTERNO: “; API; « CONCENTRACION DE PATRON
INTERNO: “; CH
250 LPRINT : LPRINT “TRIGLICERIDO<’; TAB(33); “NO”; TAB(39); ‘<DE”; TAB(46);
“ECN”; TAB(57); “%“; : LPRINT
260 FOR 1 1 TO N
270170RJ=ITON
280 FORJO = 5TO N
290 TROS = A$(I) + AS(S) +
320 IP J <o> ITHEN 360
330 IP 10 = 5 TREN RES (PAG(I) * PAG(J) * PAG(I0)) ¡(1
PAG(J) *PAG(I0) * 3)/(10000>: GOTO 370
360 IP 10 = 1 TREN RES = (PAG(I) * PAG(J) * PAG(I0) * 3)
* PA(l(J) * PAG(I0) * 6)1 (10000)
370 IFRES<i TH?EN4IO
375 ECN= (D(I, ])-1-D(J, 1) -i-D(I0, 1)) -2.14747 * (13(1, 2)+D(J,2)+D(I0, 2))
380117 BON < BONmin OR ECN> iECNmax TI-lEN 410
390 TRGO(]) = D(I, 1) + D(IJ, 1) + D(10, 1): TRGO(2) D(I, 2) + D(J, 2) + D(I0, 2)





440 DATA “04:0 “,4,O, “06:0 “,6,0,”C8:0 ‘,8,0,”CIO:0 “,l0,0,”CIO:l “,10,1,”C12:0 “,12,0
450 DATA “C13:0 ‘<, 13,0,<’C14:0 ‘,14,0,’<C14:1 “,14,1,«i—CIS:0 ¶ 15,0,”ai—C15:0 <%15,0,”C15:0
“45,0
460 DATA “015:1 “,15,1, “1— CIÓ:0 ‘%16,0,”CIÓ:0 “,16,0,”C16: 1 ‘tlb,I,’<C16: l(Pa) ‘<,16,t,<’i—
017:0,17,0
470 DATA “al-CI 7:0 “,17,0,”C17:0 “,17,0,”CI 7:1 “,17,1,”CIS:0 “, 18,0,<’CIS: 1(0)1,18,1
480 DATA “018:1(V)”, 18,1,018:2(L) “,18,2,”C19:0 “,19,0,”C] 8:3~Ln) “,18,3
490 DATA “ctcC]8:2 “,18,2,”C20:0 “,20,0,”C20:1 ‘,20,l
700 END
0000) ELSE BES (TPACI(I) * -
1(100 00) ELSIE RES =(PAG(I)
303
